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Influencia de las interfases acuosas en la síntesis de polímeros de cianuro: Implicaciones en 
química prebiótica 
RESUMEN: 
La polimerización del cianuro es una de las reacciones mas importantes y 
fascinantes en el estudio del origen de la vida. Sin embargo apenas se han realizado 
estudios acerca de cómo las interfases acuosas y otras variables ambientales podrían 
haber afectado a una reacción tan robusta como la polimerización del cianuro. En la 
presente tesis analizamos sistemáticamente el efecto de los aerosoles acuosos, 
matrices heladas, radiación UV, rango de temperaturas (4 ºC, rt y 38 ºC), presencia de 
ión amonio, sales inorgánicas y atmósfera inerte en la síntesis de polímeros solubles e 
insolubles de cianuro mediante técnicas de análisis químico (GC-MS, FT-IR, 
espectroscopia UV-Vis, análisis elemental, DSC, TG y DTA) y técnicas de biología 
molecular (SDS-PAGE, 2DE, geles de agarosa). Por primera vez se han detectado 
pterinas, ácido glioxílico, otros constituyentes del escenario del glioxilato y del ciclo 
reverso de los ácidos tricarboxílicos, junto con aminoácidos y N-heterociclos. 
Gracias al uso de técnicas de análisis de proteínas detectamos en los polímeros 
de cianuro fracciones macromoleculares con movilidad electroforética de peso 
molecular aparente de hasta 250 kDa. Mediante 2-DE se detectaron fracciones 
macromoleculares catiónicas de hasta 140 kD.  
Las reacciones de polimerización de cianuro pueden producirse bajo un amplio 
abanico de condiciones experimentales. En la presente tesis hemos demostrado que 
las propiedades térmicas, la naturaleza macromolecular y la cinética de formación de 
los polímeros de cianuro, además de la identificación de moléculas orgánicas sencillas 
en sus hidrolizados, dependen directamente de las condiciones de polimerización 
utilizadas.  
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°C Grado centígrado 
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A_IP Número de aminoácidos en el polímero insoluble 
A_SP Número de aminoácidos en el polímero soluble 
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AMN Aminomalonitrilo 
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mbar Milibares 
 Abreviaturas 7 
 
 
mg Miligramos 
MgCl2 Cloruro magnésico 
mL Mililitros 
MS Espectrometría de masas  
N Normalidad 
N2 Nitrógeno 
NaCl Cloruro sódico 
NaCN Cianuro sódico 
NaHCO3 Hidrogenocarbonato de sodio 
NH3 Amoniaco 
NH4CN Cianuro amónico 
NH4OH Hidróxido amónico  
nm Nanómetros 
O2 Oxígeno 
PAGE Gel de poliacrilamida para electroforesis 
RAE Real Academia de la lengua Española 
RDA Análisis de correspondencia redundante   
rTCA Ciclo reverso de los ácidos tricarboxílicos 
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1.1 CONCEPTOS GENERALES EN QUÍMICA PREBIÓTICA 
La química prebiótica es una rama especial de la química orgánica sintética. Su 
objetivo principal es definir y explorar una química que pueda dar lugar a una bioquímica 
primigenia, esto es, a la bioquímica de un primer ser vivo.1La química prebiótica se 
fundamenta en la hipótesis del bioquímico ruso Oparín2 y del biólogo británico Haldane3  
sobre el origen de la vida en la Tierra y fue experimentalmente emprendida por Miller en 
1953. 4 Lo que diferencia a este tipo de química de la denominada química sintética es que 
está dominada por un imperativo que dicta condiciones de reacción que deben ser referidas 
como “potencialmente prebióticas”. En este tipo de experimentos se deben simular 
condiciones planetarias que potencialmente conduzcan o pudieron conducir a la aparición de 
vida. Por lo tanto, los experimentos de simulación bajo condiciones prebióticas están 
limitados por los conocimientos que se tengan acerca de las características geoquímicas y 
físicas del objeto planetario objeto de estudio (planeta o satélite). Por ejemplo, si 
consideramos el caso de la Tierra primitiva aún existe controversia sobre la composición de la 
atmósfera primitiva5-7 o del pH del mar.  8-11 Así, la biogénesis, como un problema a resolver 
por la ciencia, es en última instancia un problema sintético. El origen de la vida no puede ser 
‘descubierto’ sino ‘re-inventado’. 
Los experimentos de simulación en el laboratorio ayudan a comprender los procesos 
físico-químicos que se pueden producir en las atmósferas/hidrosferas de los satélites o 
planetas del Sistema Solar. Se considera que un planeta o satélite es habitable si puede 
sustentar vida, bien que se haya originado allí (origen endógeno) o que haya llegado hasta él 
(origen exógeno, panspermia). Se considera que un medioambiente es habitable si existen 
regiones donde hay agua líquida (o al menos un medio líquido), presenta condiciones 
favorables para la unión de moléculas orgánicas complejas y alguna fuente de energía capaz 
de soportar un sistema metabólico. Los procesos que conducen a un objeto planetario, a 
desarrollar sistemas biológicos y a variar sus niveles de habitabilidad pueden ser explorados a 
través de la química prebiótica y la hipótesis de la evolución química.  
La vida se puede entender como un sistema químico que conjuga propiedades 
comunes de las moléculas orgánicas (la habilidad de experimentar transformaciones químicas 
espontáneas) con la poca común propiedad de sintetizar una copia de su propio sistema. En el 
núcleo central de la materia viva se encuentran los polímeros constituidos por monómeros 
como aminoácidos, carbohidratos y nucleótidos. Los mecanismos a través de los cuales los 
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monómeros se incorporaron en polímeros en la Tierra primitiva aún son desconocidos, y las 
propiedades físicas de esos productos aún están poco exploradas. Un objetivo primordial en la 
investigación sobre el origen de la vida es lograr un mejor entendimiento de cuales fueron las 
fuentes y las propiedades de los primitivos polímeros en la Tierra primigenia, su evolución 
inicial hasta lograr funciones eficaces y diferenciadas, y comprender los mecanismos de 
polimerización de péptidos y nucleótidos que les llevaron a estar genéticamente relacionados. 
En este contexto, los objetivos de la química prebiótica son: I) Caracterizar las fuentes 
endógenas y exógenas de materia (orgánica e inorgánica) en medioambientes potencialmente 
habitables en el Sistema Solar y en otros sistemas planetarios o protoplanetarios. En concreto, 
la identificación de compuestos orgánicos sencillos y complejos formados bajo condiciones 
planetarias primordiales a través de experimentos de simulación en el laboratorio. II) 
Identificar los posibles mecanismos para la síntesis de monómeros prebióticos, y su 
condensación en polímeros. Identificar las potenciales propiedades catalíticas y genéticas, 
investigar su evolución protobiológica, y explorar los mecanismos que relacionan estas dos 
funciones.12 
Hay dos aproximaciones fundamentales en el estudio del origen de la vida: la 
aproximación “top-down” y la “bottom-up”. La primera considera el origen de los 
constituyentes de la bioquímica moderna y su organización actual. La segunda se centra en los 
compuestos que pudieron haberse producido bajo condiciones planetarias prebióticas y cómo 
estos compuestos fueron reaccionando y autoorganizándose dando lugar a cada vez un mayor 
grado de complejidad. La clave para el estudio del origen de la vida se encuentra en el punto 
medio de ambas aproximaciones. 13
 
En la línea de la aproximación “bottom-up” está la 
hipótesis de la evolución química que entronca directamente con la hipótesis propuesta por 
Oparin-Haldane sobre el origen de la vida en la Tierra. Esta hipótesis se basa en la idea de que 
moléculas orgánicas sencillas reaccionaron entre sí dando lugar a sistemas cada vez más 
complejos capaces de autoensamblarse y autoorganizarse resultando finalmente en el primer 
ser vivo. El primer paso para demostrar esta hipótesis es comprobar si los componentes que 
forman parte de las proteínas y de los ácidos nucleicos pudieron originarse a partir de fuentes 
inorgánicas de carbono. 14
 
 
La aproximación clásica para resolver el problema de la formación de los monómeros 
que constituyen la materia viva consiste en simular las condiciones en las que la vida pudo 
originarse. El modelo típico consiste en una fuente de energía externa (descargas eléctricas, 
radiación ultravioleta, partículas aceleradas de alta energía...) capaz de excitar una mezcla de 
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gases que simule la atmósfera de la Tierra primitiva, la atmósfera de otros planetas o el medio 
interestelar y finalmente analizar el producto formado. La mezcla compleja de compuestos 
orgánicos que se generan en este tipo de experimentos se conoce comúnmente con el nombre 
de tholins. 15
 
Así, gran parte de las investigaciones en química prebiótica se centran en la 
síntesis, en el análisis cromatográfico para la identificación de biomonómeros y compuestos 
relacionados, en la caracterización estructural y en la medida de propiedades físicas de estas 
sustancias orgánicas complejas, también denominadas como “polímeros intratables” 16-18.
 
A su 
vez, se han desarrollado estrategias de síntesis de monómeros bajo condiciones prebióticas 
basadas en moléculas orgánicas sencillas como formaldehído,19-21formamida,  22-24 
cianoacetileno, 25, 26
 
urea27-29
 
y HCN-NH4CN,
 30-35 que se cree pudieron encontrarse en 
concentraciones adecuadas en la Tierra Primitiva. Se asume que estos compuestos sencillos 
pudieron ser generados bajo una variedad de condiciones a través de descargas eléctricas, 
radiación UV, o calentamiento de mezclas de gases tales como CH4, CO, CO2, NH3, N2, H2O. 
Probablemente, la transformación de estas moléculas sencillas se daría en un medio acuoso, 
mares o lagos, a valores de pH moderados o en estado sólido debido a una lenta evaporación 
del agua.  
1.2 EL HCN COMO REACTIVO PREBIÓTICO 
Dicho lo anterior, un reactivo puede ser considerado como prebiótico cuando se 
encuentra en concentraciones adecuadas en medios abióticos y puede transformarse bajo 
determinadas condiciones, también consideradas como prebióticas, en sustancias orgánicas 
más complejas que presenten algún tipo de interés biológico. El HCN puede considerarse un 
reactivo prebiótico. El HCN es una molécula ubicua en el Universo. Se ha detectado en 
cometas, protoestrellas, y en atmósferas planetarias. El HCN se forma fácilmente mediante 
activación de mezclas de gases que contienen CH4 o CO2 con descargas eléctricas u ondas de 
choque. Es una molécula que polimeriza espontáneamente bajo una amplia variedad de 
condiciones, existiendo evidencias de la presencia de estos polímeros en meteoritos, en 
cometas y en Titán. La polimerización del HCN es un proceso exotérmico iniciado por la 
presencia de bases, tales como NH3, o radicales libres provenientes de radiaciones ionizantes . 
Sucede bajo un amplio rango de temperaturas y presiones tanto en disolventes polares (agua) 
como apolares (hidrocarburos) y sobre superficies. Independientemente de las condiciones 
bajo las que se obtienen los polímeros de HCN, éstos son precursores de aminoácidos y de 
bases nucleicas. Se ha propuesto que los polímeros de HCN presentan fracciones 
macromoleculares de elevado peso molecular ya que al hidrolizarlas, calentado en medio 
Introducción 13 
 
 
    
ácido o básico, se incrementa notablemente la diversidad y cantidad de aminoácidos y 
nucleobases detectadas. De esta forma, Matthews y Minard sugirieron que los polímeros de 
HCN fueron clave en el origen de la vida basada en el sistema proteínas / ácidos nucleicos. 36 
Por otra parte, Eschenmoser ha propuesto una hipotética relación directa entre el HCN y los 
constituyentes de un ciclo reductor del ácido cítrico, que estaría implicado en los primeros 
procesos proto-metabólicos.37 
 Estos resultados indica que el HCN pudo estar implicado en la síntesis simultánea del 
material requerido para el desarrollo de sistemas proto-metabólicos, estructurales e 
informacionales.  
Como se ha dicho, los polímeros de HCN se pueden obtener en una amplia variedad 
de condiciones. Dependiendo de las condiciones de polimerización, el tratamiento del crudo 
de reacción y/o las herramientas de análisis, se pueden detectar una gran diversidad de 
compuestos orgánicos simples y biomonómeros. En los polímeros de HCN, se han 
identificado aminoácidos, purinas, pirimidinas, ácidos carboxílicos, aldehídos, cetonas, 
pteridinas, urea y derivados de la urea (Figura 1). 38 Muchos de estos compuestos orgánicos 
se encuentran formando parte de proteínas y ácidos nucleicos o participan activamente en el 
metabolismo. Por lo tanto, los polímeros de HCN podrían jugar un papel importante a la hora 
de plantear un sistema protobiológico que resulte verosímil.  
Para que se produzca la oligomerización/polimerización de HCN y se formen 
aminoácidos, bases nitrogenadas y otros compuestos son necesarias concentraciones 
superiores a 0,1 M de HCN. Cuando la concentración de HCN es inferior a 0,01 M la reacción 
mayoritaria es la de hidrolisis, dando lugar a formamida que de nuevo hidroliza a ácido 
fórmico y amoniaco. 32 Se ha estimado que la concentración de HCN en el océano primitivo, 
teniendo en cuenta los ratios de producción en la atmósfera primitiva y los ratios de hidrólisis 
experimental,  estaría en el rango de 4 × 10-6 − 2 × 10-8 M a un pH de 8 y temperatura entre 0-
25 ºC 39 y alrededor de 2 x 10 -6 a 0 ºC.  40 Estas concentraciones hacen poco probable la 
reacción de polimerización. Como el HCN es más volátil que el agua, no se puede concentrar 
por evaporación si el pH está por debajo del pKa del HCN (9.2 a 25 °C). En 1966 Sanchez et 
al. 24 sugirieron una posible solución a este problema: mostraron que concentraciones diluidas 
de HCN pueden polimerizar si la solución se enfría hasta el punto eutéctico,  41 (-23.4 °C para 
el HCN en agua) alcanzando una fracción molar del 74,5 %41. En otro trabajo posterior 32 
observaron que una solución de HCN mantenida durante 9 meses entre -20 y -30 ºC daba 
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lugar la formación de polímero insoluble, de hecho, según los autores, el ratio de formación 
del tetrámero en condiciones eutécticas es independiente de la concentración inicial de HCN 
de la solución de partida (para concentraciones 0,01-1 M), entendiéndose, por disolución 
eutéctica de HCN, la disolución del mismo y sus sales en agua y posterior enfriamiento hasta 
el punto eutéctico, 41 donde el agua se congela en su fase sólida pura excluyendo y 
concentrando el resto de solutos. 
 
 
 
Figura 1. Resumen de compuestos orgánicos simples y biomonómeros identificados en 
polímeros de HCN. Modificado de Ruiz-Bermejo et al38. 
 
 Hasta 1982 no se consiguió identificar adenina bajo condiciones eutécticas. Schwartz 
et al.  33 demostraron que el ratio de formación de adenina puede alcanzar el 0,002% en 
disoluciones diluidas de HCN y aumentar hasta  0,04 % si se le añade gliconitrilo. Miller et al. 
42 comprobaron que la síntesis de glicina, alanina y ácido aspártico era posible a partir de una 
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disolución de HCN amónico (HCN 0.1 M y NH3 0.1 M, pH 9.2) mantenida entre  −20 y −78 
°C durante periodos de 2 meses hasta  25 años. Miyakawa identificó diversas purinas y 
pirimidinas en los productos de hidrólisis de los oligómeros de HCN obtenidos tras 27 años a 
−20 y −78 °C (HCN 0.1 M y NH3 0.1 M, pH 9.2). 40  
 Desde un punto de vista terrestre, la formación de disoluciones eutécticas de HCN 
requiere que se produzcan congelaciones en lagos o pequeñas zonas en condiciones glaciares. 
Como se comentará posteriormente, se han propuesto diversos modelos de composición 
atmosférica y temperaturas en la tierra primitiva. El modelo planteado por Sleep y Zahnle 43-45 
junto con las ideas sugeridas por J. Bada,  46 predijeron océanos cubiertos de hielo con una 
temperatura media de -55 ºC, con episodios ocasionales de congelación-fusión motivados por 
el calentamiento provocado por impactos de alta energía. Este modelo podría haber permitido 
el desarrollo de una química prebiótica en la matriz hielo-agua basada en el HCN, 
cianoacetileno, acetileno y urea sintetizados en la Tierra o importados desde el espacio 
exterior47. 
En algunos objetos planetarios del sistema solar también podrían darse estas 
condiciones, como las lunas heladas de Júpiter, Europa o en las lunas de Saturno,  Titán. 42 
Recientes análisis 48 de las medidas tomadas por la misión Cassini demuestran que podría 
existir un océano relativamente denso en salmueras bajo una capa de hielo-amonio en Titán 
con episodios de criomagmatismo. 49 La formación de cianocompuestos y nucleobases a partir 
de modelos atmosféricos simulando la composición gaseosa de Titán muestran una química 
prebiótica compleja.  50 Así mismo, se han encontrado evidencias de hielo cristalino en Europa 
y en el cinturón de asteroides de Kuiper, que solo se puede explicar por episodios ocasionales 
de calentamiento.  51 A partir de precursores prebióticos como el HCN o cianoacetileno, la 
interfase hielo-agua sujeta a ciclos de congelación-descongelación podría proveer las 
condiciones necesarias para incrementar la complejidad orgánica en otras zonas del sistema 
solar, dando lugar a una química prebiótica bastante sofisticada.  52 Estas hipótesis han 
recibido poca atención y son fuente de especulación acerca de la posible evolución 
bioquímica de estos  compuestos y la presencia de vida quimioautótrofa. 53, 54 
 Futuras misiones espaciales a lunas heladas y las características de la matriz hielo-
agua, en el contexto de la evolución química y la exploración planetaria, hacen que merezca la 
pena dedicar esfuerzos a estas investigaciones.  
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1.2.1 Mecanismos de reacción del HCN propuestos  
Se desconoce el mecanismo de polimerización del HCN, pero se han observado dos 
fracciones que se pueden diferenciar por su solubilidad en agua, un polímero insoluble, 
apenas analizado bibliográficamente 35, 55-58 y un polímero soluble de estructura y peso 
molecular desconocido. De hecho, el desconocimiento es tal que según Ferris no se llega a 
formar un polímero, sino una “mezcla oligomérica”, definida en 1973 como “la mezcla 
compleja de los productos de reacción a partir del HCN. Este término se refiere no solo a los 
productos primarios de la reacción (dímero, trímero y tetrámero) sino también los productos 
derivados de estos por procesos oxidativos, reductivos y de hidrólisis.” 59 Se ha propuesto que 
la polimerización del HCN puede ser a través de mecanismos electrofílicos/nucleofílicos y/o 
radicalarios. Los pasos iniciales de  oligomerización del HCN están bien caracterizados.  60 El 
paso determinante de la reacción es el ataque nucleofílico del ión CN- al triple enlace CN del 
HCN para generar iminoacetonitrilo HN=CHCN (dímero de HCN). A continuación, se han 
propuesto dos mecanismos para la formación de DAMN. Por un lado se produciría la 
dimerización del iminoacetonitrilo61 que generaría el DAMN y por otro lado, una adición 
secuencial de CN- . La adición de otro HCN al iminoacetonitrilo generaría el trímero HCN de 
2-iminoacetimidoil (IAC) 55 o su tautómero aminomalonitrilo (AMN). 62 La adición de un 
cuarto HCN genera el tetrámero DAMN. Sin embargo los mecanismos de formación de 
polímeros de HCN de mayor tamaño no están claros. Únicamente dos estudios han examinado 
la posibilidad de que el DAMN sea el precursor principal en la síntesis de polímeros de HCN.  
35, 58 Posteriores polimerizaciones podrían formar una poliamina lineal 63 (Esquema 1) a partir 
de la cual se generarían diversas estructuras.  
1.2.2 Posibles estructuras de los polímeros de HCN 
Los polímeros de HCN presentan un naturaleza muy heterogénea, lo que implica un 
gran numero de posibles estructuras químicas. Debido a su complejidad las propiedades de los 
polímeros de HCN se han estudiado durante los últimos 50 años 35, 60, 64, 65 y aún se siguen 
estudiando.  55, 66-70  En el Esquema 1 se muestran las estructuras teóricas de los polímeros de 
HCN recogidas en la bibliografía.   
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Esquema 1. Mecanismos y posibles estructuras propuestas para la polimerización del HCN de 
acuerdo a los estudios bibliográficos mas recientes. Tomado de J.L de la Fuente et al. 64 
 
1.3 CONDICIONES AMBIENTALES DE LA TIERRA PRIMITIVA 
 Evolución de la atmósfera primitiva 
Los primeros estudios acerca de la atmósfera primitiva parecían indicar una 
composición gaseosa reductora. Así el bioquímico ruso Alexander Oparin propuso una 
atmósfera muy reductora, formada por H2, NH3, CH4 y otros hidrocarburos
2. Sin embargo 
Harold Urey 71 propuso una atmósfera parcialmente reductora, ya que debido a la masa de la 
Tierra, durante el Hadeano ( 4.6-4 millones de años) se habría perdido parte del H2, de hecho, 
Miller,  4  en 1953, realizó sus experimentos con una mezcla gaseosa compuesta de CH4, NH3, 
H2 y H2O, simulando la posible atmósfera primitiva propuesta por Urey. Paralelamente 
William Rubey 72 defendía la hipótesis de una atmósfera primitiva formada por gases 
oxidados procedentes de la desgasificación del planeta y la intensa actividad volcánica. Dicha 
atmósfera estaría formada por CO2, H2O y N2 y pequeñas cantidades de CH4, siendo una 
atmósfera neutra. También se ha propuesto la existencia de una atmósfera primitiva 
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débilmente reductora 73 compuesta principalmente por CO2 y N2 procedentes de la 
desgasificación de los volcanes y presencia de H2 debido a el balance entre la desgasificación 
de los volcanes y el escape al espacio. Posteriormente Carl Sagan 74 y colaboradores 
postularon la presencia de grandes cantidades de NH3 y por tanto el carácter reductor de la 
atmósfera. 
En la actualidad la comunidad científica 75 se inclina por la existencia de una 
atmósfera primitiva débilmente reductora compuesta por N2, CH4, H2, H2O, CO2, y CO.  
 Temperatura en la Tierra primitiva 
La temperatura a la cual se originó la vida es controvertida. Si hubo una atmósfera 
densa de CO2 se podrían haber alcanzado temperaturas en la superficie del planeta de hasta 
100 ºC 76, 77 pero, alternativamente, la presencia de densas nubes de CO2 reflejarían la luz 
solar y podrían haber provocado el enfriamiento de la Tierra hasta temperaturas cercanas al 
punto de congelación del agua. 78 Alternativamente Bada et al. 46 propusieron que la Tierra 
podría haber estado cubierta por una capa de hielo debido a la menor luminosidad del joven 
sol, un 70 % de la actual, y que, debido a los impactos meteoríticos,  47, 79, 80 algunas zonas de 
la Tierra o microambientes estuviesen sometidos a procesos de congelación-fusión. Otros 
autores proponen que la temperatura media de la Tierra hubiese sido mas alta que la actual 81  
pero actualmente no se ha llegado a un consenso sobre la posible temperatura en la Tierra 
primitiva.  
 Radiación UV en la Tierra primitiva 
La radiación UV es una fuente de energía externa capaz de alterar la estructura 
electrónica de las moléculas. La luz UV puede romper enlaces moleculares (fotolisis), ionizar 
las moléculas generando electrones secundarios (fotoionización), y excitar moléculas desde el 
estado basal a estados de mayor energía (fotoexcitación).  
En la Tierra primitiva, dada la ausencia de oxígeno y ozono es bastante probable que 
la radiación UV-C (100-280 nm) alcanzará la superficie del planeta. Sin embargo la presencia 
de CO2 y agua atenuarían dicha radiación.
 82 Se estima que sólo las radiaciones >204 nm 
alcanzarían la superficie del planeta con una contribución de 4x10 13  fotones s-1 cm -2 y que la 
radiación UV fue tres veces superior 83 en la superficie de los océanos primitivos comparada 
con la actual. 
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El papel de la radiación UV en los procesos química prebiótica  no esta bien definido. 
Algunos autores creen que la radiación UV es desfavorable desde el punto de vista de la 
habitabilidad,  84, 85 ya que puede degradar moléculas biológicamente importantes, impidiendo 
la abiogénesis. La radiación UV genera una diversidad de efectos dañinos en los seres vivos. 
Los principales daños se producen en los ácidos nucleicos. 86 La radiación UV-C es la mas 
dañina, genera la dimerización de las bases púricas de timina impidiendo la replicación 
celular, lo que lleva a la muerte de los micro-organismos. Sin embargo, otros autores piensan 
que podría haber promovido la química prebiótica y favorecer la evolución química a partir de 
la generación de nuevas moléculas.  
 Océano primitivo 
La procedencia del agua terrestre sigue siendo, aún hoy en día, un misterio para la 
comunidad científica. Existen dos corrientes diferenciadas para tratar de explicarla, una más 
tradicional, que posiciona el origen del agua en cometas y asteroides agregados en los grandes 
bombardeos tempranos y tardíos,  87  y otra mas reciente 88 definiendo que el agua ya se 
encontraba en los planetesimales que formaron la prototierra.  
Sea como fuere, la composición química del océano primitivo en el eón arcano podría 
haber sido diferente de la actual. Algunos autores  piensan que el océano primitivo fue mas 
básico que el actual con mayor concentración de bicarbonato, menor en Mg, Ca y NaCl.  89  
Otros han concluido que el océano primitivo fue similar al actual, puede que incluso más 
ácido dada la alta abundancia atmosférica de CO2.
 8 Estudios posteriores mostraron que el 
océano primitivo podría haber sido similar en composición cualitativa al actual pero entre 1,5-
2 veces más salino.  90  
1.4 INTERFASES ACUOSAS COMO MICROREACTORES PREBIÓTICOS.  
1.4.1 Interfases aire-agua  
El límite entre fases es una región caracterizada por un cambio drástico en la densidad 
de los medios. En la interfase aire-agua, la densidad se incrementa en varios ordenes de 
magnitud en unos pocos angstroms de distancia. Como consecuencia, en esta región las 
propiedades físicas y químicas son diferentes. En el agua líquida se produce un ordenamiento 
geométrico de las moléculas de agua alrededor de las moléculas de otros compuestos. Por el 
contrario, en la interfase aire-agua el ordenamiento que se produce de las moléculas de agua 
es asimétrico, así aquellos compuestos tensioactivos se localizan, en mayor concentración, en 
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la interfase. También se ha observado que el ión Cl- y otros haluros se localizan, 
preferentemente, en la interfase, debido al aumento de la polarización en esa región. 91 Hasta 
la fecha se había asumido que los compuestos orgánicos presentes en los aerosoles acuosos se 
encontraban en estado líquido, sin embargo, recientemente se ha descubierto que los 
compuestos orgánicos podrían estar en un estado amorfo, probablemente vítreo,  92 alterando 
la movilidad esperada. 
La atmósfera actual no es un gas homogéneo, sino que el aire está en contacto con 
partículas de mayor o menor tamaño, como partículas de hielo, gotas de agua y partículas de 
aerosol. Actualmente los aerosoles atmosféricos se definen como partículas sólidas o líquidas 
suspendidas en el aire durante un periodo de tiempo determinado, variando de minutos a días 
en la atmósfera baja hasta años en los aerosoles estratosféricos.93Debido a sus inusuales 
propiedades físicas y químicas son capaces de influir en numerosos procesos ambientales. Los 
aerosoles ofrecen una mayor superficie de contacto al gas que los rodea, favoreciendo las 
reacciones químicas de superficie. Son capaces de disminuir la menor energía de activación 
de algunas reacciones químicas como en la catálisis heterogénea, 93 y ofrecen una fase líquida 
donde se dan reacciones que no son posibles en fase gaseosa, como la  transferencia de 
electrones, reacciones ácido-base, hidrólisis, etc. En la superficie del océano, que cubre tres 
cuartas partes del planeta, se producen reacciones de superficie entre los compuestos gaseosos 
y los presentes en la interfase aire-agua de los aerosoles acuosos.  
Se desconoce cual fue la composición exacta de la atmosfera en la Tierra primitiva, 
pero, debido a la existencia de grandes masas de agua, también se debieron de formar 
aerosoles acuosos que podrían haber sido relevantes en la química prebiótica del origen de la 
vida. 
Las interfases aire-agua son ubicuas en el ambiente planetario actual, siendo la 
interfase aire-mar la más obvia. 94, 95  Las interfases aire-agua representan un ambiente único 
para las reacciones químicas debido a la alta energía de superficie del agua, donde se 
concentran pequeñas moléculas orgánicas.  94, 95 Debido a este efecto de superficie, la 
concentración de determinados compuestos es mayor en la superficie que en las capas 
inferiores y que en el interior de la disolución. Este efecto es el responsable del incremento de 
la concentración superficial de los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs) en la 
superficie del agua en presencia de una monocapa de 1- octanol. 96 Se ha propuesto que los 
aerosoles acuosos podrían actuar como un medio de reacción diferente comparado con el agua 
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líquida, modificando los mecanismos de reacción, rendimientos y productos, 97,98como se ha 
observado en la formación del enlace peptídico en condiciones prebióticas.  99  La formación 
del enlace peptídico a partir de ésteres y a través de la coordinación con un átomo de Cu2+ en 
agua, es termodinámicamente, desfavorable, ya que la formación de este enlace pasa por la 
pérdida de una molécula de agua (deshidratación). Sin embargo, el ambiente hidrofóbico en la 
interfase aire-agua de los aerosoles acuosos favorece la formación de dicho enlace. 99 Este 
hecho muestra que las interfases aire-agua presentes en los aerosoles acuosos modifican 
fuertemente los mecanismos de reacción habituales que se producen en el agua líquida. 
1.4.2 Interfases hielo-agua líquida 
Hace 4000 mil millones de años el joven sol solamente brillaba con el 70% del brillo 
actual. Algunos modelos proponen que el océano primitivo podría haber estado cubierto por 
una fina capa de hielo, al menos localmente. 44 Los hielos formados en un océano abiótico 
primitivo podrían capturar compuestos volátiles y sustancias orgánicas producidas en el suelo 
marino o en la atmósfera y encapsularlas, favoreciendo la reacción con otras especies 
químicas. 100 La matriz hielo-agua se ha propuesto como un posible escenario para la 
producción de moléculas prebióticas52, condensación de monómeros, 101 promoción de la 
biogénesis del RNA 102 y replicación del mismo103 debido al efecto concentrador y a la 
estabilización de compuestos termosensibles. 
 Todas estas propiedades convierten a las interfases hielo-agua en reactores prebióticos 
potenciales. Las variaciones de temperatura en la Tierra primitiva sujetas a los ciclos día-
noche, cambios estacionales o variaciones en la actividad geotérmica y meteorítica 
permitirían el cambio en la composición de hielos y salmueras a lo largo del tiempo, 
generando gradientes de temperatura, pH, potencial redox y actividad del agua. Todos los 
organismos utilizan los gradientes electroquímicos como parte de su metabolismo. Los 
gradientes físico-químicos generados en la matriz hielo-agua podrían haber sido 
fundamentales en el establecimiento de un sistema protometabólico primordial. 
 El hielo marino es un sistema multifase donde pequeñas variaciones en la temperatura 
provocan grandes cambios en sus propiedades. Diferentes zonas puede sufrir de forma 
repentina descongelación, congelación, desgasificación o solubilización de los gases, 
cristalización y redisolución de cristales de agua.  La mayor parte de las estructuras heladas 
son policristalinas, con redes intersticiales. Cuando se habla de la morfología del hielo no solo 
es importante la estructura de los cristales individuales sino también la estructura granular que 
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se establece. Entre los gránulos de diferentes tamaños, entre 1mm y 1 m, 104 se forman canales 
de diámetro 10-100 um  de los solutos excluidos en disolución. 105 Trinks, basándose en 
observaciones microscópicas de capas de hielo, estimó que en 1 m3 de hielo marino habría 
una red de canales que conforman una superficie de 105-106 m2. La presencia de dichos 
canales se ha llegado a observar hasta a una temperatura de -30 ºC en hielos marinos. Estos 
canales estarían saturados de los solutos excluidos durante el proceso de congelación.
  
2 MOTIVACIÓN DE LA TESIS 
DOCTORAL  
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No hay un consenso acerca de cuando y cómo se pudo formar la vida en la Tierra. Los 
últimos estudios indican que pudo haber sido hace 3.8-3.5 Ma 106 aunque otros autores 
proponen que pudo haberse originado al poco de formarse la Tierra, entre 4.5-3.5 Ma.  107  Así 
las condiciones ambientales pudieron ser muy diversas en el entorno en el que se formaron las 
primeras moléculas orgánicas y sistemas protobiológicos. En esta tesis doctoral nos 
planteamos estudiar de forma sistemática la influencia de distintas condiciones ambientales 
como son la temperatura, la salinidad, la presencia de oxígeno e ión amonio, la radiación UV, 
y las interfases aire-agua e interfases hielo-agua líquida, sobre una reacción muy robusta y 
prebióticamente relevante: la polimerización de HCN, prestando atención tanto a la 
identificación de moléculas orgánicas polares sencillas como a la caracterización de las 
estructuras macromoleculares. 
En la Tabla 1 se muestran las síntesis llevadas a cabo bajo diferentes condiciones 
experimentales. Indicar que todas las síntesis realizadas se llevaron a cabo a pH básico (pH 
inicial de las reacciones 9.2 o 9.5), utilizando NaCN como reactivo de partida, por lo que a lo 
largo de la presente tesis doctoral se hablara de polímeros de cianuro, ya que la especie 
reactiva inicial fue el ión cianuro, o bien de polímeros de HCN, de manera genérica.   
  
Motivación  27 
 
 
    
Tabla 1. Condiciones experimentales ensayadas en la síntesis de polímeros de cianuro. 
 
[a] Disoluciones equimolares de NH4Cl y NaCN (1M) o disoluciones de  NaCN (1M) a pH 9,2 
ajustadas con HCl. [b] Disolución salina (+) o agua Milli Q (-). [c] En presencia de O2 atmosférico (+) o 
en atmósfera inerte (-). [d] En presencia de aerosol acuoso (+) o disolución acuosa (-). [e] En procesos 
de congelación-fusión (+) o disolución acuosa (-). [f] En presencia de radiación UV (+) o ausencia(-).
Experimento Reactivo[a] T (°C) 
Tiempo de 
reacción 
(días) 
Disolución 
salina [b] 
O2 [c] Aerosol [d] 
Interfase 
Hielo/agua [e] 
UV[f] 
1 NH4CN 38 30 - + - - - 
2 NH4CN 25 30 - + - - - 
3 NH4CN 4 30 - + - - - 
4 NH4CN 38 30 + + - - - 
5 NH4CN 25 30 + + - - - 
6 NH4CN 4 30 + + - - - 
7 NH4CN 38 30 - - - - - 
8 NH4CN 25 30 - - - - - 
9 NH4CN 4 30 - - - - - 
10 NH4CN 38 30 + - - - - 
11 NH4CN 25 30 + - - - - 
12 NH4CN 4 30 + - - - - 
13 NaCN 38 30 - + - - - 
14 NaCN 25 30 - + - - - 
15 NaCN 4 30 - + - - - 
16 NaCN 38 30 + + - - - 
17 NaCN 25 30 + + - - - 
18 NaCN 4 30 + + - - - 
19 NaCN 38 30 - - - - - 
20 NaCN 25 30 - - - - - 
21 NaCN 4 30 - - - - - 
22 NaCN 38 30 + - - - - 
23 NaCN 25 30 + - - - - 
24 NaCN 4 30 + - - - - 
25 NH4CN 38 3 - + + - - 
26 NH4CN 38 3 - + - - - 
27 NH4CN 38 3 - - + - - 
28 NH4CN 38 3 - - - - - 
29 NH4CN 38 3 + + + - - 
30 NH4CN 38 3 + + - - - 
31 NH4CN 38 3 + - + - - 
32 NH4CN 38 3 + - - - - 
33 NaCN 38 3 - + + - - 
34 NaCN 38 3 - + - - - 
35 NaCN 38 3 - - + - - 
36 NaCN 38 3 - - - - - 
37 NaCN 38 3 + + + - - 
38 NaCN 38 3 + + - - - 
39 NaCN 38 3 + - + - - 
40 NaCN 38 3 + - - - - 
41 NH4CN 38 30 - + + - - 
42 NH4CN 38 30 - - + - - 
43 NH4CN 38 30 + + + - - 
44 NH4CN 38 30 + - + - - 
45 NaCN 38 30 - + + - - 
46 NaCN 38 30 - - + - - 
47 NaCN 38 30 + + + - - 
48 NaCN 38 30 + - + - - 
49 NH4CN -25 30 - + - + - 
50 NH4CN -25 30 - - - + - 
51 NH4CN -25 30 - + - - - 
52 NH4CN -25 30 + + - + - 
53 NH4CN -25 30 + - - + - 
54 NH4CN -25 30 + + - - - 
55 NH4CN 38 3 - - + - + 
56 NH4CN 38 3 + - + - + 
57 NaCN 38 30 - - + - + 
58 NaCN 38 30 + - + - + 
59 NH4CN 4 30 - - - - + 
60 NH4CN -25 30 - - - + + 
61 NH4CN 4 30 + - - - + 
62 NH4CN -25 30 + - - + + 
63 NH4CN 25 180 - + - - - 
  
3 OBJETIVOS  
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1. Estudiar la influencia de las condiciones experimentales en la reacción de 
polimerización del ión cianuro y su interés en química prebiótica mediante la 
identificación de compuestos orgánicos polares por cromatografía de gases -
espectrometría de masas. 
2. Determinar la formación de fracciones macromoleculares durante el proceso de 
polimerización del ión cianuro y la influencia de las condiciones 
experimentales en la formación de las mismas . 
3. Abordar la cinética de la polimerización del ión cianuro mediante técnicas 
electroforéticas en la producción de fracciones macromoleculares. 
4. Estudiar las posibles variaciones estructurales de los polímeros de cianuro 
mediante espectroscopia FT-IR, debidas a la influencia de las condiciones 
sintéticas. 
5. Examinar las propiedades térmicas de los polímeros de cianuro y la influencia 
de las condiciones experimentales de síntesis sobre las mismas. 
6. Aproximar la influencia de las condiciones de reacción en la cinética de 
polimerización del ión cianuro mediante espectroscopia UV-Visible. 
 
 
 
 
   
 
 
4 ANÁLISIS DE MOLÉCULAS 
ORGÁNICAS POLARES DE 
INTERÉS PREBIÓTICO PRESENTES 
EN POLÍMEROS DE CIANURO 
MEDIANTE GC-MS  
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4.1 PRÓLOGO 
A lo largo de esta tesis doctoral se han identificado una gran diversidad de moléculas 
orgánicas polares. Para facilitar el análisis de las mismas, se han diferenciado en los 
siguientes subgrupos: aminoácidos (representados por a), ácidos carboxílicos (representados 
por c) y N-heterociclos (representados por h). En vez de utilizar la nomenclatura IUPAC en la 
asignación de las mismas se decidió mantener la nomenclatura utilizada en Ciencias 
Biológicas acorde con el uso en Química Prebiótica (Figura Resúmen 1). 
Figura Resumen 1: Moléculas polares identificadas en los polímeros de cianuro analizados en la 
presente tesis doctoral. 
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4.2 A PREBIOTIC SYNTHESIS OF PTERINS 
Margarita R. Marín-Yaseli, Cristina Mompeán and Marta Ruiz-Bermejo 
Chem. Eur. J. 21, 13531–13534 (2015)   
Abstract:  
The genesis of life on Earth is a hypothesis of evolutionary science that can be, at least 
partially, tested experimentally. The prebiotic synthesis of cofactors or coenzymes is a poorly 
explored issue, likely because their synthesis under plausible prebiotic conditions is not clear. 
In this sense, it has been proposed that the cofactors are "molecular fossils" of an early phase 
of life. In contrast, Eschenmoser and Loewenthal suggested a prebiotic hydrocyanic origin of 
cofactor building blocks. In the present paper, we demonstrate the formation of a set of pterins 
from cyanide polymerizations, showing that the main structure of some cofactors can be 
prebiotically formed. Indeed, we observed that aqueous aerosols additionally increase the 
relative composition for pterins in the insoluble NH4CN polymers synthesized. The novel 
identification of pterins in NH4CN polymers, together with the previous detection of other 
important biomonomers, indicates that cyanide polymerizations were essential in the early 
states of prebiotic chemistry.  
4.2.1 Introduction 
The origin of life is one of the fundamental questions in science. The genesis of life on 
Earth is a hypothesis of evolutionary science. An interesting goal of chemistry is to test this 
hypothesis experimentally. Cofactors or coenzymes are complex organic molecules which are 
essential for many enzyme-catalyzed reactions. Therefore, cofactors are essential to life as we 
know it. However, the prebiotic synthesis of cofactors is a poorly explored issue, likely 
because their synthesis under plausible prebiotic conditions is not clear. Thus, it has been 
proposed that the cofactors are "molecular fossils" of an earlier metabolic state, i.e. 
compounds which were generated later once a functioning biochemistry was in place.  108, 109  
On the contrary, Eschenmoser and Loewenthal suggested a prebiotic hydrocyanic origin of 
cofactors, such as pterins and flavins. 110 
Pteridines are a group of heterocyclic compounds of fused pyrimidine and pyrazine 
rings. There are three main classes of naturally occurring pteridines: lumazines, isoalloxazine 
and  pterins (Scheme 2). Long before their structures were fully resolved, pterins were 
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identified as yellow pigments in butterflies and insects due to their brightly colored nature.  111 
Pterin derivatives have a variety of important biological roles as pigments, one-carbon 
transfer cofactors and redox cofactors.  112 In the present paper, we demonstrate the formation 
of a set of pterins from cyanide polymerizations, showing that the main structure of some 
cofactors can be prebiotically formed.   
  
  
 
 
 
Scheme 2. Main classes of naturally occurring pteridines. 
Pteridines are a group of heterocyclic compounds of fused pyrimidine and pyrazine 
rings. There are three main classes of naturally occurring pteridines: lumazines, isoalloxazine 
and  pterins (Scheme 2). Long before their structures were fully resolved, pterins were 
identified as yellow pigments in butterflies and insects due to their brightly colored nature.  111 
Pterin derivatives have a variety of important biological roles as pigments, one-carbon 
transfer cofactors and redox cofactors.  112 In the present paper, we demonstrate the formation 
of a set of pterins from cyanide polymerizations, showing that the main structure of some 
cofactors can be prebiotically formed.   
4.2.2 Results and discussion 
Since the first prebiotic synthesis of adenine from HCN and NH3 by Oró,
 30 the 
reactions of the polymerization of HCN (or its salty derivatives, e.g., NH4CN, NaCN and 
KCN) are considered keys in the prebiotic synthesis of several biomonomers.  38 In a previous 
work, we synthesized an insoluble NH4CN polymer under atmospheric pressure (control 
experiment). The 2,4,7-trihydroxypteridine (h16) (Scheme  3) was identified after acid 
hydrolysis (6 N HCl, 110ºC, 24 h) of this polymer as its TMS-derivative by GC-MS.  35 Only 
this pteridine was identified by our database (NIST 05 MS Spectra, 8th edition). Here we 
report on a later careful analysis of the same sample searching by the molecular ion of several 
TMS-derivatives of pteridines the detection of isoxanthopterine (h18) (m/z 395), pterin (h20) 
(m/z 307), leucopterine (h19) (m/z 483) and the deamination products of (h20) and (h19), 
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lumazine (h21) (m/z 308) and 2,4,6,7-tetrahydroxypteridine (h17) (m/z 484), respectively 
(Scheme  3 and Table 2 ). 
 
Scheme  3.  Pterins (h18, h19, h120 and h22) and lumazines (h16, h17 and h21) identified in 
several NH4CN polymers using different hydrolysis conditions.  
 
 Although pterins are well known to exist in the form of different tautomers,  Scheme 
2 and Scheme  3, show only the tautomers assigned to the TMS-derivative identified by GC-
MS (see supporting information) .  
In a pioneering work, Ferris et al.  113 indicated that no significant differences were 
observed in the nature of the biomolecules formed from “HCN oligomers” prepared in the 
absence or presence of oxygen. However, in the same year, Ferris and Edelson studied the 
mechanism of the condensation of cyanide to “HCN oligomers” and concluded that oxygen 
has a direct influence on the polymerization process of cyanide. 114 Thus, to test the robustness 
of cyanide polymerization for the production of pteridines, we synthesized another insoluble 
NH4CN polymer, but the reaction was conducted in the absence of oxygen, using a nitrogen 
atmosphere (experiment 7). In this case, the insoluble NH4CN polymer was hydrolyzed under 
the same acid conditions described above, and similar results were obtained with respect to 
the control experiment (Table 2). to “HCN oligomers” and concluded that oxygen has a direct 
influence on the polymerization process of cyanide.  
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Table 2. Yield (%) of the pteridines identified in the insoluble NH4CN polymers from the 
polymerization of NH4CN in static experiments (control experiment and experiment 7) and using 
aqueous aerosols (experiments 41 and 42) after an acid hydrolysis. The yield was calculated from the 
total amount of initial carbon. All yields need to be multiplied by a factor of 10-4. The yields for purine 
are included as reference values; they are in agreement with the previous yields reported in the 
literature. 38  D= identified, S/N < 10 and not quantified; t = traces, compound identified searching its 
molecular ion, detected in the single ion mode chromatogram. 
 
We also assayed the production of pteridines from NH4CN polymerization in the 
presence of aqueous aerosols under atmospheric pressure and nitrogen atmosphere 
(experiments 41 and 42, respectively). The aqueous aerosols could play an important role as 
prebiotic chemical reactors.  115, 116  It was shown experimentally that there are differences in 
reactivity between bulk water and water present at air-water interfaces. 117  Table 2 shows that 
the absolute yields for pteridines from experiments 41 and 42 are lower compared with the 
static experiments (control experiment 1 and experiment 7) because aqueous aerosols do not 
favor the production of insoluble NH4CN polymers, in agreement with previous results. 
 118 
The total yields for the insoluble NH4CN polymers were 33%, 15%, 4% and 1% for the 
control experiment 35 and experiments 7, 41 and 42, respectively. However, the ratio between 
the yields of pteridines and purines is greater for the aerosol experiments. The aqueous 
aerosols increase the per cent relative amount of pteridines with respect on purines. Moreover, 
it seems that they are a direct influence of the oxygen in the relative production of pteridines, 
being greatest in the experiment 41 where oxygen and aqueous aerosols are present. In this 
context, a more exhaustive work is in progress to study the influence of aqueous aerosols, 
oxygen, salinity and ammonium ions in the production of biomonomers and related 
compounds from cyanide polymerizations. In summary, pteridines can be obtained from 
NH4CN polymerization under different conditions, and their relative production is increased 
in the presence of aqueous aerosols. 
Compound Control (exp 1) Exp 7 Exp 41 Exp 42 
PTERIDINES     
2,4,7-Trihydroxypteridine (h16) 6.4 4.4 9.0 0.2 
2,4,6,7-Tetrahydroxypteridine (h17) t t 0.5 0.02 
Isoxanthopterine (h18) 4.2 0.9 3.5 0.03 
Leucopterine (h19) 2.0 D 0.08 0.01 
Pterin (h20) t - - - 
Lumazine (h21) t - t t 
PURINES     
Xanthine (h10) t 0.7 0.7 0.05 
Hypoxanthine (h11) 1.4 - - - 
Adenine (h12) 2.7 1.0 0.6 0.01 
Guanine (h13) 3.1 4.5 2.1 0.08 
8-Hydroxyadenine (h14) - D D D 
% PTERIDINES / % PURINES 1.8 0.8 4.0 1.8 
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The yields obtained for monomers synthesized from the polymerization of cyanide 
depend directly on the hydrolysis conditions of the samples.  38, 119 Taking this fact into 
account and considering that 2,4,7-trihydroxypteridine (h16) can be obtained from 
isoxanthopterine (h18) by prolonged refluxing in 6 N HCl,  120  we additionally studied the 
effect of our acid hydrolysis conditions over pteridine standards. Thus, we checked the effect 
of the acid hydrolysis conditions on isoxanthopterine (h18), its isomer xanthopterine (h22), 
pterin (h20) and leucopterine (h19). We found that: i) isoxanthopterine (h18) is almost 
converted to 2,4,7-trihydroxypteridine (h16); ii) xanthopterine (h22) is totally decomposed to 
yield glycine, oxalic acid, 2,2-dihydroxyacetic acid, ketomalonic acid and hydantoin; iii) 
pterin (h20) is partially deaminated and yields lumazine (h21); iv) and leucopterine (h19) is 
partially decomposed to yield 2,4,6,7-tetrahydroxypteridine (h17), xanthine and other 
unidentified compound (see supporting information).  
Borquez et al. studied the hydrolysis of NH4CN supernatant at pH 8, which is a more 
reasonable model of primitive oceanic conditions and therefore more relevant prebiotically.  34 
Although the oceanic pH of the early Earth remains a controversial issue, some authors 
provided arguments for a relative constancy of pH.   8 The oceanic pH of the modern Earth is 
 8. Thus, the insoluble NH4CN polymer obtained from experiment 7 and its corresponding 
water soluble fractions above 3 kDa (NH4CN supernatant concentrated using ultrafiltration 
devices with a cutoff of 3 kDa, sample 7_1) were hydrolyzed using middle basic hydrolysis 
conditions, as Borquez et al. described. Isoxanthopterine (h18), pterin (h20), leucopterine 
(h19) and xanthopterine (h22) were detected in a relatively high yield in the insoluble NH4CN 
polymer from experiment 7 (Figure 2). No oxidation products (lumazines) were observed. 
Moreover, in fraction 7_1, isoxanthopterine (h18) and xanthopterine (h22) were identified, 
and their respective deamination products were not observed. Therefore, the formation of 
lumazines (compounds h16, h17 and h21) is a direct consequence of the oxidation of pterins 
due to the acid hydrolysis conditions used.  
There are few works about the prebiotic synthesis of cofactors  121  and particularly are 
very scarce about the productions of pteridines. The generation of pterins and flavin-like 
compounds from dry-heated amino acids has been reported, but these compounds have not 
been well-characterized. 122  Minard et al. proposed the presence, as possible N-heterocycles 
structures, of pyrimidines, purines, imidazoles and also pteridines in HCN polymers after 
analysis of the TMAH-thermochemolysis products. 123 Herein, pterins could be unequivocally 
identified from NH4CN polymers synthesized using different experimental conditions. In 
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Scheme 4 is shown a hypothetical pathway of formation of pterins from cyanide 
polymerization based on the Gabriel-Isay condensation. The 4,5-diaminopyrimidines undergo 
cyclocondensation with 1,2-dicarbonyl compounds. The pyrimidine was tentatively identified 
as its TMS-derivative in the chromatograms of the acid hydrolyzed samples by its molecular 
ion (m/z 429). The synthesis of this pyrimidine from HCN was proposed by Eschenmoser and 
Loewenthal as is shown in the Scheme 4. 110 The oxalic acid is a well known product of the 
hydrolyzed cyanide polymers. Ferris and Edelson proposed its formation from the 
decomposition of diiminosuccinonitrile (DISN) that is formed from the tetramer of the HCN, 
diaminomaleonitrile (DAMN). 114 Eschenmoser proposed the synthesis of glyoxylic acid from 
the HCN-dimer 1 and this acid is also identified in NH4CN polymers by us, preferentially in 
the experiments with aqueous aerosols (see the next section 124 of this thesis). The glyoxal 
may be formed from glyoxylic acid or oxalic acid  .  
 
Figure 2. Gas chromatogram showing pterins identified as their TMS-derivatives in an insoluble 
NH4CN polymer, after middle basic conditions [phosphate 0.01 M (pH = 8), 140ºC, 3d]. The yield was 
calculated from the total amount of initial carbon. All yields need to be multiplied by a factor of 10-4. 
In conclusion, pterins cannot be considered as “molecular fossils” because their 
backbones can be synthesized under plausible prebiotic conditions. This finding together with 
the previous detection of other important biomonomers indicates that the cyanide 
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polymerization reactions were keys in the primeval evolution of the proto-metabolism and 
informational systems. 
 
Scheme 4. Hypothetical pathway based on the Gabriel-Isay condensation for the production of 
pterins using HCN as starting material. 
4.2.3 Experimental Section 
The static production of the NH4CN polymer from NH4Cl and NaCN (experiment 7) 
was described by Ruiz-Bermejo et al. 35  The reaction time was one month, and the experiment 
was conducted under a nitrogen atmosphere. The raw reaction was centrifuged. The 
supernatant and the insoluble NH4CN polymer were collected, and both fractions were freeze-
dried, forming a water soluble brown solid and an insoluble black solid (insoluble NH4CN 
polymer). The dried supernatant was fractionated by centrifugal filter devices to retain 
molecules above 3 kDa. This heavy fraction was also freeze-dried, yielding a brown solid 
(sample 7_1). For the production of the NH4CN polymers in the presence of aqueous aerosols  
(experiments 41 and 42), a solution of NH4CN (1 M) was maintained at constant temperatura 
(38ºC), with active aerosol generation for one month under atmospheric pressure (experiment 
41) or under nitrogen atmosphere (experiment 42). The bubble-aerosol-droplet cycle was 
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established using an ultrasonic aerosol generator (BONECO model 7035). The raw reaction 
was treated as described above. The samples were hydrolyzed: i) using acid conditions and 
heating at 110ºC in 6 N HCl for 24 h; ii) using middle basic conditions and heating at 140 ºC 
in a phosphate 0.01 M (pH 8) solution for 3 days. The hydrolyzed samples were again freeze-
dried, and the resulting solids were treated with BSTFA with 1% TMCS [N,O-
bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with trimethylchlorosilane, from Thermo Scientific] and 
heating the solutions at 60ºC for 19 h to obtain the respective TMS derivatives. The 
derivatized samples were analyzed by GC-MS using the same GC oven program described in 
reference 35 , but the temperature of the injector was 275ºC. For the sample hydrolyzed using 
the phosphate solution, the solvent delay was 34 min. The pterins identification based on GC-
MS peaks was verified by comparing the retention times and mass spectra to external 
standards (see supporting information).  
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4.2.5 Supporting information 
 
 Figure S1. a) Full scan chromatogram showing the partial deamination reaction of pterin (h20) 
(at 41.4 min as its TMS derivative), heating a standard at 110 ºC during 24h in 6N HCl. The peak at 
35.8 min corresponds to the TMS derivative of the luzamine (h21). b) EI+ mass spectrum of the TMS 
derivative of pterin (h20). c) EI+ mass spectrum of the TMS derivative of lumazine (h21). (Me = -CH3; 
TMS = -Si(CH3)3). The standards of pterin and lumazine were purchased from Sigma-Aldrich.  
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Figure S2. a) Full scan chromatogram of a standard of isoxanthopterine (h18) as its TMS 
derivative b) EI+ mass spectrum of the TMS derivative of the isoxanthopterine (h18). c) Full scan 
chromatogram of the deamination reaction of isoxanthopterine (h18), heating a standard at 110oC 
during 24h in 6N HCl. The peak at 42.4 min corresponds to the TMS derivative of the 2,4,7-
trihydroxypteridine (h16). d) EI+ mass spectrum of the TMS derivative of the 2,4,7-trihydroxypteridine 
(h16).e) Full scan chromatogram of a standard of xanthopterine (h22) as its TMS derivative. f) EI+ 
mass spectrum of the TMS derivative of a standard of the xanthopterine (h22). [Me = CH3; TMS = -
Si(CH3)3]. The standards of isoxanthopterine and xanthopterine were purchased from Santa Cruz 
Biotechnology.  
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Figure S3. a) Full scan chromatogram showing the partial degradation of leucopterine (h19) (at 
46.9 min as its TMS derivative), heating a standard at 110 ºC during 24h in 6N HCl. The peak at 44.5 
min corresponds to the TMS derivative of the luzamine (h17); the TMS derivative of xanthine at 42.7 
min; at 44.6 min unidentified compound. b) EI+ mass spectrum of the TMS derivative of leucopterine 
(h19). c) EI+ mass spectrum of the TMS derivative of 2,4,6,7-tetrahydroxypteridine (6)(Me = -CH3; 
TMS = -Si(CH3)3). The standard of leucopterine was purchased from MP Biomedicals, LLC.  
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Figure S4. Full scan chromatograms of the insoluble NH4CN polymers after acid hydrolysis, 
showing the peaks corresponding to the TMS- derivatives of purines and pteridines, from experiments: 
a) Experiment 7; b) Experiment 41; c) Experiment 42. Compounds identified: adenine (36. 1 min), 8-
hydroxyadenine (41.1 min), 2,4,6-trihydroxypteridine (42.2 min), xanthine (42.9 min), guanine (44.1 
min), 2,4,6,7-tetrahydroxypteridine (44.7 min), isoxanthopterine (44.9 min) and leucopterine (47.0 
min).  
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4.3 THE ROLE OF AQUEOUS AEROSOLS IN THE “GLYOXYLATE 
SCENARIO”: AN EXPERIMENTAL APPROACH  
Margarita R. Marín-Yaseli, Elena González-Toril, Cristina Mompeán, Marta Ruiz- 
Bermejo 
Chem. Eur. J.  22 (36) 12785- 99 (2016)  
Abstract:  
The origin of life is one of the fundamental questions in science. Eschenmoser 
proposed the “glyoxylate scenario”, in which plausible abiotic synthesis pathways are 
suggested to be compatible with the constraints of prebiotic chemistry. In this proposal, the 
stem compound is HCN. In this work, we explore the “glyoxylate scenario” through several 
syntheses of HCN polymers, paying particular attention to the role of the aqueous aerosols, 
together with statistical methods, as a step to elucidate the synthetic problem of the origin of 
life. The soluble and insoluble HCN polymers synthetized were analyzed by GC-MS. We 
identified, for the first time, glyoxylic acid in these polymers, together with some constituents 
of the reductive tricarboxylic acid cycle, amino acids and several N-heterocycles. The 
findings presented herein, as the first global approach to the “glyoxylate scenario”, give full 
effect to this hypothesis and prove that aqueous aerosols could play an important role in this 
plausible scene of the origin of life. 
4.3.1 Introduction 
Biogenesis can be understood as a puzzling and intriguing retrosynthetic problem. One 
of the main challenges in solving this  great question of current science is that there are a wide 
variety of uncertainties about the geochemistry of the ancient Earth. In this context, 
Eschenmoser proposed the “glyoxylate scenario”, in which plausible abiotic synthesis 
pathways are suggested to be compatible with the constraint of prebiotic chemistry. 1, 37 In this 
hypothetical prebiotic scenario, glyoxylate and its formal dimer, dihydroxyfumarate, are 
suggested to be the key starting materials of the chemical constitution of a possible 
metabolism, serving as a source of the main biomonomers, such as sugars, amino acids, 
pyrimidines and the constituents of the reductive tricarboxylic acid cycle (rTCAC, Scheme 
5). In the “glyoxylate scenario”, the stem compound is HCN, a ubiquitous molecule in the 
universe, and although several plausible prebiotic sources of glyoxylate have been considered,   
Análisis de moléculas de interés prebiótico mediante GC-MS  48  
 
 
    
125-131 there are no examples that have been previously reported in the literature that prove the 
production of glyoxylate from HCN, as originally suggested by Eschenmoser. Indeed, in this 
same context, Eschenmoser suggested a hypothetical relationship between the HCN and the 
constituents of the rTCAC (Scheme 6). Additionally, the named HCN polymers have great 
relevance in studies on the primeval synthesis of the first bioorganics,  38, 60, 65 and they are 
considered keys in the primeval evolution of protometabolism and informational systems. 132, 
133 
 
Scheme 5. Reductive tricarboxylic acid cycle (rTCAC; adapted from Guzman and Martin). This 
cycle has been proposed as a plausible mechanism for carbon fixation and energy storage at the time 
of emergence of life. This cycle is the central axis of the universal metabolism. The combination of 
rTCAC and its exit products operates as a factory for the synthesis on the main classes of 
biomolecules. The components of this cycle identified in HCN polymers are indicated in boxes. 
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Scheme 6. Hypothetical relationships between HCN oligomers and constituents of the rTCAC 
(adapted from Eschenmoser 2007). 1 The carboxylic acids that are constituents of the rTCAC are 
indicated in boxes. * C4-diacid tautomers=2-hydroxyoxaloacetic acid, 2,3-dihydroxyfumaric acid and 
2,3-dihydroxymaleic acid. The glyoxylic acid (c9), pyruvic acid (c10), alanine (a3), aspartic acid (a7) 
and glutamic acid (a13), were identified in HCN polymers by GC-MS. 
On the other hand, the possible importance of aerosols in the origin of life on Archean 
Earth has been emphasized in recent years, and we could assume that the bubble-aerosol-
droplet cycle (the bursting of bubbles that injects into the atmosphere the aerosol particles and 
their subsequent condensation as droplets) was active in the Archean epoch. The aqueous 
aerosols can be considered as “prebiotic micro-reactors” 115, 117, 134, 135 and show an efficient 
variation in the reactivity of the systems. 136 They can enhance the yield of polar organic 
compounds 137 , improve the formation of determinate organics against others 133, and also 
influx positively in non-enzymatic polymerization reactions.  99, 116 In addition, currently there 
is an increasing interest in the reactivity of organics at the air-water interfaces.   97, 138-140  
Recently, the use of a reaction matrix has been suggested for screening prebiotic 
reactions to test the conditions that could likely lead to the emergence of a primeval 
biochemistry.  141 Along this line of thinking, experimental studies have been carried out to 
determinate the plausible processes that may lead to the symmetry breaking, using chiral 
inorganic substrates as model standards and statistical calculations.  142, 143 In this work, 
following these proposals, we suggest an experimental approach to evaluating the “glyoxylate 
scenario” through several syntheses of HCN polymers, paying particular attention to the role  
Análisis de moléculas de interés prebiótico mediante GC-MS  50  
 
 
    
of the aqueous aerosols, together with statistical methods, as a step to elucidating the synthetic 
problem of the origin of life. Thus, we assayed the production of HCN polymers using 
different experimental conditions to evaluate the effects of the environmental variables, such 
as aqueous aerosols, reaction time, presence of ammonium ion and oxygen and salinity, on the 
yield of the polymerization process itself as well as in the monomeric diversity present in the 
HCN polymers synthetized. Statistical calculations and representations of the results helped 
us to interpret all data generated in simple overviews and to relate the different environmental 
variables with the synthetic and analytical results to see what experimental conditions are the 
most favorable from the point of view of the “glyoxylate scenario”. To our knowledge, there 
have been only two works on the production of organic molecules under possible prebiotic 
conditions that directly take into consideration the “glyoxylate scenario” as it was proposed 
by Eschenmoser. 144, 145 In these works, the starting reactants are glyoxylate and 
dihydroxyfumarate. Herein, the starting reactants are NH4CN or NaCN.  
All the HCN polymers synthetized herein (using synthetic conditions shown in Table 
3) were qualitatively analyzed for polar monomers (mainly amino acids, carboxylic acids and 
N-heterocycles) by GC-MS, after acid hydrolysis. It is well-known that the hydrolysis 
conditions have a notable influence on the detection, identification and quantification of the 
monomers present in the HCN polymers.  34, 38, 133 In this work, we used acid hydrolysis 
conditions because they are a standard method to screening for a wide variety of polar 
compounds of biological interest present in complex substances produced under possible 
prebiotic conditions such as tholins and HCN polymers and also present in meteorites.  13, 146 
All the hydrolyzed samples were derivatized with BSTFA to obtain the corresponding TMS 
derivatives of the monomers indicated above. This derivatization method is not specific for 
each type of compound mentioned, but for comparative purposes, it provides an excellent 
general overview of the polar molecules present in all the HCN polymers synthetized. 
Therefore, this analytical methodology was chosen because it allowed us to discriminate 
among the various synthesis conditions tested to determine which of them are the most 
favorable from the point of view of the “glyoxylate scenario”. Additionally, monomers never 
yet identified in HCN polymers were detected under the experimental conditions assayed 
herein. Notably, we report for the first time the identification of glyoxylic acid (c9), in 
accordance with the original proposal of Eschenmoser. All the monomers identified are 
summarized in Figure 3. The chemical implications of these synthetic and analytical results 
will be discussed from the point of view of the probability of formation of the first proto-
biosystems, as was proposed by Eschenmoser.  
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4.3.2 Results and Discussion 
4.3.2.1 Synthesis of the HCN polymers. Yields of the polymerization processes and 
synthetic conditions.  
All the synthetic conditions assayed for the production of the HCN polymers are 
shown in Table 3. In all syntheses, we collected water-insoluble black solids (insoluble HCN 
polymers) and brown solutions after the centrifugation of the reaction crudes. The water-
soluble brown solids obtained after freeze-drying were concentrated by ultrafiltration using 
centrifugal devices with a cutoff of 3 kDa (soluble HCN polymers). The insoluble HCN 
polymers were considered as the final product of the reactions, while the soluble HCN 
polymers were understood as intermediate products in the polymerization process. The 
insoluble and soluble HCN polymers were studied separately to explore the relationship 
between the grade of polymerization and/or cross-linking and the synthetic environmental 
conditions with the monomeric diversity found in the different samples. 
Table 3 clearly shows that longer reaction times improve the yield (total amount) of 
the insoluble HCN polymers. On the other hand, these yields are minor for the synthesis 
carried out in the presence of aqueous aerosols. The same results are observed for the soluble 
HCN polymers. Thus, there is a direct relationship between the amounts of insoluble and 
soluble HCN polymers. In the present case, it seems that the aqueous aerosols favor neither 
the production of insoluble HCN polymers nor the formation of soluble HCN polymers, i.e., 
the aqueous aerosols do not lead the system to the highest grades of polymerization and/or 
crosslinking. On the other hand, the presence of ammonium and oxygen increases the yield of 
the insoluble HCN polymers, independently of the presence of aqueous aerosols. 
Additionally, the presence of salts apparently increases the production of insoluble HCN 
polymers. These questions will be discussed in detail using RDA calculations and correlation 
tests.   
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Table 3. Experimental conditions used to produce the HCN polymers. The averages and the 
standard deviations of the amounts of the insoluble HCN polymers and the final pH of the reaction 
suspensions were calculated using the data of at least four independent syntheses. 
 
[a] Equimolar solutions of NH4Cl and NaCN (1 M) or of NaCN (1 M) at pH 9.2, adjusted with 
HCl, were left to stand for 3 days or 30 days without (-) or with an active aerosol cycle (+), using pure 
water (-) or saline solutions (+), in the presence of oxygen (+) or under a nitrogen atmosphere (-). [b] 
Reaction time in days. [c] Amounts of insoluble HCN polymers collected using 5 mL of solution 
(NH4CN or NaCN 1 M). [d] % in weight of the soluble HCN polymers based on the total water-soluble 
organic matter obtained in the polymerization process.  
  
Sample Reactant[a] t(d)[b] Aerosol Salts O2 Weight (mg)[c] Final pH % in weight [d] 
1 NH4CN 30 - - + 62.0  3.1 9.90  0.02 19.34 
4 NH4CN 30 - + + 36.4  2.5 9.87  0.02 21.6 
7 NH4CN 30 - - - 28.8  0.8 9.91  0.04 6.76 
10 NH4CN 30 - + - 41.4  1.3 9.91  0.02 14.28 
13 NaCN 30 - - + 39.8  4.8 10.87  0.57 5.07 
16 NaCN 30 - + + 67.9  6.6 10.55  0.41 25.33 
19 NaCN 30 - - - 21.6  9.8 9.58  0.06 2.38 
22 NaCN 30 - + - 67.7  13.1 10.50  0.05 18.09 
25 NH4CN 3 + - + 5.6  1.6 9.53  0.03 2.81 
26 NH4CN 3 - - + 15.3  3.0 9.40  0.03 4.37 
27 NH4CN 3 + - - 1.1  0.3 9.63  0.13 2.16 
28 NH4CN 3 - - - 9.4  0.8 9.62  0.09 5.34 
29 NH4CN 3 + + + 10.2  2.2 9.56  0.07 14.36 
30 NH4CN 3 - + + 29.5  2.7 9.64  0.02 30.55 
31 NH4CN 3 + + - 8.1  2.3 9.60  0.05 8.79 
32 NH4CN 3 - + - 19.6  2.2 9.65  0.02 20.48 
33 NaCN 3 + - + 4.5  2.6 9.74  0.14 2.16 
34 NaCN 3 - - + 21.5  3.8 9.29  0.03 4.18 
35 NaCN 3 + - - 1.6  1.1 10.28  0.46 0.92 
36 NaCN 3 - - - 10.2  7.2 9.68  0.05 4.31 
37 NaCN 3 + + + 11.7  1.5 9.78  0.30 14.25 
38 NaCN 3 - + + 26.8  0.9 10.20  0.02 31.69 
39 NaCN 3 + + - 9.4  0.8 10.00  0.28 7.14 
40 NaCN 3 - + - 20.7  2.5 10.20  0.04 17.95 
41 NH4CN 30 + - + 8.0  1.4 9.20  0.23 1.25 
42 NH4CN 30 + - - 2.1  1.3 9.10  1.00 1.30 
43 NH4CN 30 + + + 23.2  9.3 8.63  0.64 9.46 
44 NH4CN 30 + + - 4.4  3.2 9.44  0.09 11.35 
45 NaCN 30 + - + 7.2  4.2 9.59  0.41 2.24 
46 NaCN 30 + - - 1.5  0.9 10.32  0.64 1.08 
47 NaCN 30 + + + 48.4  3.9 9.74  0.14 6.71 
48 NaCN 30 + + - 28.0  4.7 9.60  0.60 4.96 
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4.3.2.2 Influence of the environmental conditions on the production of polar 
organics of biological interest using cyanide polymerization reactions 
The insoluble and soluble HCN polymers were analyzed by GC-MS for amino acids, 
carboxylic acids and N-heterocycles, after acid hydrolysis and derivatization with BSTFA. 
Figure 3 shows all the compounds identified in this work. Isoserine (a6), iminodiacetic acid 
(a8), 2,2-dihydroxyacetic acid (c2), 2,2-dihydroxymalonic acid (c4), lactic acid (c5), 3-
hydroxypropanoic acid (c6), tartaric acid (c8), glyoxylic acid (c9), pyruvic acid (c10), 
ketoisovaleric acid (c11), levulinic acid (c12), 2-ethylmalonic acid (c17), parabanic acid (h1), 
5-hydroxyhydantoin (h2), alloxanic acid (h3), cyanuric acid (h4) and 8-hydroxyadenine (h14) 
were identified for the first time in HCN polymers  (for a comprehensive list of the monomers 
previously identified in HCN, please see the review by Ruiz-Bermejo et al.). 38  Glyoxylic 
acid (c9) and pyruvic acid (c10) are notably identified as their oxime-TMS derivatives. This 
last point will be discussed in detail below.  
Table S1 and Table S2 (supporting information) indicate in detail the monomers 
identified for each HCN polymer synthetized. All the GC-MS analyses carried out were 
qualitative. Because the interpretation of the analytical results that are crudely shown in Table 
S1 and Table S2 (supporting information)  is difficult, several graphs were made i) to provide 
a clearer view of the analytical data obtained; ii) to enable a better understanding of the 
influence of the environmental conditions on the monomeric diversity present in the HCN 
polymers; and iii) to find the most favorable conditions to support the “glyoxylate scenario” 
in relationship to the HCN polymerization. Figure 4 shows the types of compounds identified 
in the insoluble and soluble HCN polymers on the horizontal axis, and the number of times 
that a individual monomers is identified taking into account the thirty-two synthetic 
conditions assayed (i.e., each compound identified can be appear a maximum of thirty-two 
times and a minimum of one time) on the vertical axis. In general, for the set of polar 
compounds studied, the monomeric diversity of the insoluble HCN polymers is greater than 
that present in the respective soluble HCN polymers, i.e., the number of compounds identified 
and the number of times that each is detected are greater for the insoluble HCN polymers. For 
the insoluble HCN polymers, glycine (a1), glycolic acid (c1), lactic acid (c5), malic acid (c7), 
oxalic acid (c13) and adenine (h12) seem to be produced independently of the assayed 
synthetic  conditions, i.e.,  they  are  identified  under  at  least  twenty- nine  of the thirty-two 
conditions  of  polymerization  employed (Figure 5).  Aspartic acid (a7),  succinic  acid (c16), 
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Figure 3. Polar organic compounds identified in HCN polymers by GC-MS. *Glyoxylic and 
pyruvic acids (c9 and c10, respectively) were identified as their oxime-TMS derivatives. All the polar 
organic compounds were identified after acid hydrolysis of the samples. No compounds were found in 
all samples. Their prevalence is directly dependent on the experimental conditions of synthesis. 
 
5-hydroxyhydantoin (h2), 2,4,5-trihydroxypyrimidine (h7), guanine (h13), pteridine-
2,4,7-triol (h16) and isoxanthopterin (h18) are also formed under almost all of the synthetic 
conditions assayed, i.e., they are identified under at least twenty-four of the thirty-two 
conditions of polymerization assayed (Figure 4). 
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Therefore, their production will be very likely in those environments where the water 
polymerization of cyanide may be possible, independent of the other synthetic variables. 
However, some compounds were only identified in HCN polymers synthetized under unique 
conditions (compounds that appear only one time). All the compounds identified in the 
soluble HCN polymers were also identified in the insoluble HCN polymers, with the 
exception of the purines hypoxanthine (h11) and 2,6-diaminopurine (h15), which were only 
identified in soluble HCN polymers and only under particular conditions. 
 
Figure 4. Types of monomers (axis X) and numbers of times that they are identified (axis Y) in 
the soluble (SP) and insoluble (IP) HCN polymers synthetized under the thirty-two experimental 
conditions assayed (the experimental conditions are detailed in Table 3). 
 
Figure 5. Total number of monomers identified in HCN polymers under the thirty-two conditions 
assayed in this study (number of monomers identified in the soluble HCN polymer plus number of 
monomers identified in the corresponding insoluble HCN polymer for each experimental condition 
assayed). 
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 Effect of the aqueous aerosols 
We used an aerosol production cycle as a basic set-up to study the effect of the 
aqueous interfaces in the production of HCN polymers, on the basis of our previous results. 133 
Figure S5 (supporting information) shows the effect of the aqueous aerosols on the 
monomeric diversity found for the HCN polymers. Independently of the presence of aqueous 
aerosols, the monomeric diversity is greater in the insoluble HCN polymer than in the soluble 
HCN polymers. In general, the presence of aqueous aerosols significantly improves the 
production of N-heterocycles. Hypoxanthine (h11) was only identified in soluble HCN 
polymers synthetized in the presence of aqueous aerosols. The analysis of the graphs 
represented in Figure S5 (supporting information) shows that the aqueous aerosols also favor 
the production of carboxylic acids. Indeed, it is interesting to note that the aerosols 
significantly favor the identification of glyoxylic acid (c9) and pyruvic acid (c10). Glyoxylic 
acid (c9) were identified in eight insoluble HCN polymers, seven of them synthetized in the 
presence of aqueous aerosols. On the other hand, tartaric acid (c8) was only identified in 
insoluble HCN polymers synthetized in the absence of aqueous aerosols. Indeed, the aqueous 
aerosols seem to improve the diversity of amino acids for the insoluble HCN polymers. 
Therefore, in general, the presence of aqueous aerosols increases the monomeric diversity of 
the system likely due to the small organic molecules tend to concentrate in the air-water 
interfaces and the effect of the large surface area. 147  Indeed, differences in reactivity between 
bulk water in any physical state and water present in air-water interfaces have been proposed.  
94, 148  In fact, in a further work, out of the scope of the present paper, it will be showed that 
the aqueous aerosols affect notably to the cyanide polymerization process. The pathways for 
the production of HCN oligomers/polymers are not well elucidated yet. 55, 63  However, the 
structures of the HCN polymers synthetized using aqueous aerosols differ notably of the 
structures of the HCN polymers synthetized under static conditions (data no shown here). 
Taking into account the robustness of the cyanide polymerizations, 35, 149 the effect of the 
aqueous aerosols is so strong how to get structural changes in the macromolecular structures 
of the HCN polymers. It may be due to the large increase of the reaction surface, and the 
particular orientation of the polar molecules, radicals and ions in the surface of the drops of 
the aerosols. 148, 150 
 Effect of the reaction time 
The variable of the reaction time was also studied because most of the reactions to 
obtain HCN polymers were carried out using high temperatures and short reaction times (100-
80ºC from a few hours to 5-7 days) or at room temperature with longer reaction times (from 
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several weeks to one year), or even at temperatures below 0ºC with reaction times of several 
years. 38  It is well known that there is a relationship between the reaction time, the 
temperature and the process of the cyanide polymerization. High temperatures improve the 
degree of polymerization and/or cross-linking ratio, and it is proposed that experiments that 
are conducted at higher temperatures are a reasonable model of the reactions that take place at 
low temperatures on a geological time scale. 34 However, the monomeric diversity analysis 
has not been studied in relationship with the reaction times. In this work, the temperature was 
fixed at 38 ºC because this is the temperature achieved with the ultrasonic device used to 
generate the bubble-aerosol-droplet cycle, and both a short reaction time, 3 days, and a longer 
reaction time, 30 days were used. No great differences were observed between the monomeric 
diversity present in those polymers synthetized with a reaction time of three days with respect 
to that of those synthetized with a reaction time of thirty days (Figure S6, supporting 
information). However, a longer reaction time improves the identification of carboxylic acids 
and N-heterocycles in the case of the soluble HCN polymers. On the other hand, some amino 
acids (a5, a10 and a11) identified in insoluble HCN polymers synthetized with a reaction time 
of three days are not observed in those polymers synthetized with a longer reaction time 
(Figure S6, supporting information). Therefore, it seems that the reaction time does not have 
a great influence on the diversity of the monomers identified, at least when taking into 
account only a qualitative analysis of the system. As was indicated above, the longer reaction 
times increase the amounts of the soluble and insoluble HCN polymers, and presumably the 
longer reaction also would quantitatively increase the amounts of some of the monomers 
identified. Below, the identification and semi-quantification of glyoxylic acid (c9) will be 
particularly discussed in relation with the reaction time. 
 Effect of the ammonium  
The production of HCN polymers is catalyzed by bases, such as ammonium, or by free 
radicals. However, these reactions can also work in the absence of bases or radicals using 
optimal initial pH conditions. 32,  151  Therefore, herein was studied the role of the ammonium 
in the formation of the HCN polymers and in the monomeric diversity of the respective 
polymers.In general, again, the monomeric diversity is greater for the insoluble HCN 
polymers than for the soluble HCN polymers, independent of the presence of ammonium in 
the reaction environment (Figure S7, supporting information). The presence of ammonium 
notably favors the production of polar monomers in the insoluble HCN polymers. The 
production of glycine (a1), aminomalonic acid (a2), glycolic acid (c1), 2,2-dihydroxymalonic 
acid (c4), lactic acid (c5), malic acid (c7), pyruvic acid (c10), oxalic acid (c13), succinic acid 
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(c16), 5-hydroxyhydantoin (h2), 5-hydroxyuracil (h7), orotic acid (h9), adenine (h12), 
guanine (h13), pteridine-2,4,7-triol (h16) and isoxanthopterin (h18) are significantly easier in 
the presence of ammonium. Also, hypoxanthine (h11) and 2,6-diaminopurine (h15) were only 
identified in soluble HCN polymers synthetized in the presence of ammonium. Indeed, the 
formation of glyoxylic acid (c9) and pyruvic acid (c10) is significantly favored when 
ammonium is present during the polymerization process of cyanide. Therefore, it is clear that 
the presence of ammonium increases the monomeric diversity of the HCN polymers, 
especially for the soluble polymers.   
 Effect of the oxygen 
In a pioneering work, no significant differences were found in the nature of the 
biomolecules formed from HCN oligomers prepared in the absence or presence of oxygen.  113 
However, in two later works, a significant role of oxygen in the oligo-polymerization of HCN 
was suggested. 114, 133 Therefore, the role of oxygen was also studied in the present paper. For 
the syntheses carried out in the presence of oxygen, the monomeric diversity observed for the 
insoluble HCN polymers were very similar to that observed for the soluble HCN polymers 
(Figure S8, supporting information). On the contrary, the insoluble HCN polymers 
synthetized under anoxic conditions present a greater monomeric diversity than their 
respective soluble HCN polymers. The presence of oxygen favors the diversity in amino 
acids. The amino acids 2-aminobutyric acid (a9), 2-aminoisobutyric acid (a10) and 6-
hydroxynorleucine (a16) were only observed in insoluble HCN polymers synthetized in the 
presence of oxygen. However, the production of N-heterocycles, especially purines, was 
improved under anoxic synthetic conditions (Figure S8, supporting information). These 
results are in good agreement with the proposal of Ferris and Edelson.  114  Anoxic conditions, 
which can be considered prebiotically relevant, also improve the identification of glyoxylic 
acid (c9) and pyruvic acids (c10) in the insoluble HCN polymers.  
 Effect of the salinity  
All of the reactions for the syntheses of HCN polymers in aqueous solution described 
in the literature were carried out using pure water. Herein, we tested the role of saline 
solutions in these polymerization processes in an effort to simulate the plausibly salty 
conditions of the ancient sea. 90,  90, 152   The monomeric diversity of the insoluble HCN 
polymers is greater than that of the respective soluble HCN polymers when the 
polymerization processes are carried out in a saline environment (Figure S9,  supporting 
information). On the other hand, the monomeric diversities are very similar when the 
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syntheses are performed in pure water. In general, the presence of salts does not improve the 
monomeric diversity, although the amino acids isoleucine (a15) and 6-hydroxy-norleucine 
(a16) were only identified in polymers synthetized in the presence of salts. Interestingly, the 
formation of levulinic acid (c12) is clearly favored when there are salts in the reaction 
environment, while glyoxylic acid (c9) was formed in the polymers synthetized using pure 
water. 
In summary, the diversity of amino acids is increased when the polymerization 
reaction of cyanide is carried out in the presence of aqueous aerosols, in the absence of 
ammonium and salts and in the presence of oxygen. Also, the diversity of carboxylic acids 
and N-heterocycles is improved when the polymerization reactions are carried out in the 
presence of aqueous aerosols, under anoxic conditions and in the presence of ammonium. In 
the particular case of glyoxylic acid (c9), this compound was preferentially identified in 
insoluble HCN polymers synthesized in the presence of aqueous aerosols and ammonium, 
under an inert atmosphere and using pure water. Now, if we consider the total number of 
monomers identified for each reaction condition in both soluble and insoluble HCN polymers 
(Figure 5), one can see that the experimental conditions that lead to a greater number of 
identified monomers (in this case, the sum of the monomers identified in the soluble HCN 
polymer plus the monomers of the insoluble HCN polymer) correspond to experimental 
conditions 25 (Table 3).  
Therefore, the greatest diversity observed under our particular conditions of analysis 
was achieved in the experiment that was carried out in the presence of aqueous aerosols. The 
experimental conditions that lead to the second highest monomeric diversity correspond to 
experiment 47 (Table 3, Figure 5). In this case, the synthesis was again carried out in the 
presence of aqueous aerosols. However, syntheses 25 and 47 were performed in the presence 
of oxygen and are therefore not prebiotically relevant. The conditions that present the next 
highest monomeric diversity are conditions 27 and 48 (Table 3, Figure 5), again using 
aqueous aerosols but under an inert atmosphere of nitrogen. Therefore, in general, the 
presence of aqueous aerosols significantly increases the monomeric diversity found in the 
HCN polymers, independent of the other experimental conditions. 
4.3.3 Multivariate statistics: Redundancy analysis (RDA) 
Here, we used multivariate analysis to understand the correlation between the 
experimental synthetic conditions, the production of HCN polymers and the monomeric 
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diversity found in them, as an extension study of the results above indicated. To determinate 
significant differences and relationships, bivariate correlations between variables (pH and 
number of monomers) were calculated. The pH showed one significant positive 
correspondence with the insoluble HCN polymer weight (r = 0.517 P = 0.002). Between the 
pH and the rest of the data, no significant correlations were obtained. Another interesting 
positive correlation was between the soluble and insoluble HCN polymer weights (r = 0.501 P 
= 0.003). RDA was conducted based on the experimental conditions (matrix) and variables 
(Figure 6. The acronyms used in this section are indicated in the legend of this figure).  
 
Figure 6. Redundancy correspondence analysis (RDA) triplot. The 56% correlation between 
experimental condition and variables data was explained by two axes (p= 0.002). Experimental 
conditions used in the analysis are shown by black arrows (T: reaction time, NH4CN: presence of 
ammonium, O2: presence of oxygen, salt: presence of salts, aerosol: presence of aerosol) and 
variables by red arrows (IPW: insoluble polymer weight, Total IP: insoluble polymer, A_IP: number of 
amino acids in insoluble polymer, C_IP: number of carboxylic acids in insoluble polymer, H_IP: 
number of N-heterocycles in insoluble polymer, SPW: soluble polymer weight, Total SP: total number 
of monomers in soluble polymer, A_SP: number of amino acids in soluble polymer, C_SP: number of 
carboxylic acids in soluble polymer, H_SP: number of N-heterocycles in soluble polymer, and pH). 
Experimental synthetic conditions are indicated by dots (E1 up to E32). Syntheses performed in the 
presence of aerosols are indicated by blue dots, and experiments where glyoxylic acid (c9) was 
detected are indicated by red dots. In this figure the numbers E1-E32 corresponds, in their respective 
orde to the experiments: 26, 25, 28, 27, 30, 29,32, 31, 1, 41, 7, 42, 4, 43, 10, 44, 34, 33, 36, 35, 28, 
37, 40, 39, 13, 45, 19, 46, 16, 47, 22, 48.  
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In total, 56% of the correlation between the experimental condition and variable data 
was explained by two axes (p = 0.002). Triplot showed a positive correlation between the 
numbers of monomers obtained (Total IP, A_IP, C_IP, H_IP, Total SP, A_SP, C_SP, H_SP), 
aqueous aerosols, time, presence of ammonium, and presence of oxygen. It is especially 
patent in the cases of aerosols with A_IP and of time and ammonium with SP monomers 
(Total SP, H_SP, A_SP). Hence, the monomeric diversity is greater in the presence of 
aqueous aerosols, ammonium, and oxygen (less noticeable) and with a long reaction time. On 
the other hand, the presence of salts showed a negative correlation with the numbers of 
monomers and a positive correlation with the soluble HCN polymer weight (SPW).In the 
presence of salts, a higher soluble HCN polymer weight was detected, but the monomeric 
diversity is lower, as shown in experiments such as E5, E21 and E23. Also interesting is the 
case of E21, which was performed with  the presence of salt and showed a minor diversity. 
The salt presence also showed a positive correlation with the insoluble HCN polymer weight 
(IPW) but with less significance. For the pH, triplot showed a clear negative correlation with 
the numbers of monomers and aqueous aerosols, time, presence of ammonium, and presence 
of oxygen. This means that the final pH was lower in long-time experiments where the 
monomeric diversity was higher and in the presence of aqueous aerosols, ammonium, and 
oxygen. On the other hand, there was a very clear negative correspondence between the 
aerosol presence and polymer weights, especially the insoluble polymer weight. Hence, the 
experiments performed in the presence of aerosols showed the lowest weight (such as E2, E4, 
E12 and E24). 
Experiments were plotted on different areas of the diagram depending on their 
experimental conditions. It is notable that all experiments carried out in the presence of 
aqueous aerosols (even numbers) were located on the left-hand portion of the second axis, 
with the exception of experimental conditions 43 (E14 in Figure 6), most likely because this 
experiment was performed in the presence of salts. Among them, E2, E4, E10, E12, E14, 
E16, E18, E26, E30 and E32, showed a high monomeric diversity, while E8, E18, E20, E22, 
E24 and E28 showed a low diversity, low IPW and high final pH, probably because the 
reaction time was short. Special attention should be given to the syntheses where glyoxylic 
acid (c9) was detected, which included E2, E4, E12, E13, E16, E20, E24, and E28. With the 
exception of E13, all of them were performed in the presence of aqueous aerosols and so were 
located on the left-hand portion of the second axis, between the experiments with high 
monomeric diversity. It is particularity noticeable in the cases of E12 and E2, which are 
clustered together and next to Total IP, Total SP and C_SP. By contrast, in E24, glyoxylic 
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acid (c9) was obtained, but the monomeric diversity was low and the final pH high. The 
presence of salts in this synthesis could be the responsible for these characteristics. In E13, 
the absence of aerosol could be contrasted with the presence of oxygen and a long-time 
reaction to explain the presence of glyoxylic acid (c9). On the other hand, it is interesting to 
note that with the exception of E2 and again, E13, all these experiments were performed in 
the absence of oxygen. As a conclusion, the presence of aqueous aerosols could be the most 
important factor in the formation of glyoxylic acid (c9), as is, to a lower extent, the absence of 
oxygen. 
4.3.4 Role of the aqueos aerosols in the “glyoxylate scenario” 
The search for the origin of life is a search for potential primordial autocatalytic 
cycles. Thus, the origin of metabolism has been one of the most challenging and intriguing 
issues in origin of life research. It has been suggested that the reductive tricarboxylic acid 
cycle (rTCAC, Scheme 5) is the central axis of the universal metabolism.  153  The rTCAC is 
effectively a mechanism of carbon fixation that can be started from any point along the cycle. 
Nonenzymatic chemical pathways for some steps of the rTCA cycle, however, similar to the 
initial input of the species involved, remain a challenging problem for the viability of the 
proposed prebiotic cycle. To solve this question, among others, Eschenmoser proposed the 
“glyoxylate scenario”, suggesting a hypothetical generational relationship between HCN and 
the constituents of the rTCAC (Scheme 6). 37 Eschenmoser suggested looking for 
catalytic/autocatalytic processes in the non-robust subspace of HCN chemistry towards the 
formation of C4 and C6 compounds. In Eschenmoser´s model, HCN is first used as a food 
source to produce glyoxylate (c9), and then the glyoxylate is consumed for the autocatalytic 
production of 2-hydroxyoxaloacetic acid, using itself as an umpolung catalyst. Indeed, a 
hypothetical autocatalytic cycle is proposed for the production of carbonyl compounds that 
not only would catalyze their own formation from the HCN-tetramer (diaminomaleonitrile, 
DAMN) and water but also the formation of DAMN. Therefore, the “glyoxylate scenario” not 
only provides possible entries to the rTCAC but also hypothetically supplies other 
autocatalytic cycles, which could be working during an early protobiological stage. The 
checking of the “glyoxylate scenario” implicates the experimental revision of the HCN 
chemistry, focusing on its non-robust parts.  
Here, glyoxylic acid (c9) was identified for the first time as a product of the 
oligomerization of cyanide. Eschenmoser suggested that this acid can be formed from the 
hydrolysis of the dimer of HCN.  37  In our case, the glyoxylic acid (c9) was identified as its 
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oxime-TMS derivative by GC-MS. The hydroxylamine, which could be formed during the 
acid hydrolysis of the HCN polymers by oxidation by ammonium or ammonia, could react 
with the keto group of the glyoxylic acid (c9) simultaneously with the derivatization process 
with BSTFA, leading to the formation of the respective oxime-TMS derivative (Figure S10, 
supporting information). In spite of the interest in HCN chemistry since the first prebiotic 
synthesis of adenine by Oró in 1961 and the exhaustive analytical and synthetic works of 
Ferris and coworkers and other authors on the HCN polymers within the last six decades, 38 
glyoxylic acid (c9) has not be identified so far. The reasons are likely the reaction times and 
temperatures used to produce the HCN oligomers and HCN polymers, as we indicated above 
(high temperatures/short reaction times, low temperatures/long reaction times) and that the 
analysis is generally performed using soluble samples (HCN oligomers). In the present work, 
we analyzed the soluble and insoluble HCN polymers, and although we made only a 
qualitative analysis of the samples, those HCN polymers that present a greater relative content 
of glyoxylic acid (c9) are the insoluble HCN polymers synthesized under conditions 35 and 
39 using a short reaction time, aqueous aerosols and an inert atmosphere (Table 3). In 
general, glyoxylic acid (c9) was preferably identified in insoluble HCN polymers synthesized 
in the presence of aqueous aerosols. These particular analytical and synthetic conditions were 
not reported previously in the literature. Moreover, it is necessary to indicate that the 
monomers identified in the HCN polymers, after hydrolysis, are likely absorbed in the 
polymeric network, and the hydrolysis releases them.  35 The yields observed for each 
monomer are generally very low,  38  so we can say that these monomers are not a crucial part 
of the polymeric network, and they are just absorbed. Therefore, the glyoxylic acid (c9) can 
only be detected and identified under particular conditions of synthesis and analysis. 
Interestingly, experimental conditions 39 (Table 3) with a reaction time of three days leads to 
the greatest relative content of glyoxylic acid (c9), and its corresponding conditions 48 (Table 
3), with a reaction time of 30 days, leads to a greatest monomeric diversities observed in the 
HCN polymers, as is mentioned above. However, the glyoxylic acid (c9) was not identified in 
the HCN polymers synthetized under experimental conditions 48. This result seems to prove 
Eschenmoser´s proposal, in which the glyoxylate is one of main intermediates for the 
production of several compounds from HCN oligomerization and seems to also indicate that 
the presence of aqueous aerosols favors this scenario.  
In Eschenmoser´s proposal, the dihydroxyfumarate could be formed by the hydrolysis 
of DAMN, by the dimerization of the glyoxylic acid (c9) under the influence of an umpolung 
catalyst, or by an autocatalytic cycle from glyoxylate.  37 In this work, no dihydroxyfumaric 
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acid was identified. However, pyruvic acid (c10) (Figure S10, supporting information), 
alanine (a3), aspartic acid (a7) and glutamic acid (a13) were identified by GC-MS, in good 
agreement with Eschenmoser´s proposal, in which the dihydroxyfumaric acid is together with 
the glyoxylic acid (c9) the main reactants for the production of the compounds indicated 
(Scheme 6). The formation of the amino acids could be explained as a reductive amination 
process, as it suggested by Eschenmoser.  37  Taking into account this part of the “glyoxylate 
scenario” (Scheme 6), in general, the identification of the glyoxylic acid (c9), the constituents 
of the rTCAC and the respective amino acids (a3, a7 and a13) would be favored by the 
presence of aqueous aerosols. The compounds identified and shown Scheme 6 were detected 
simultaneously in the insoluble HCN polymer synthesized under experimental conditions 27 ( 
Table 3 and Table S1 ). On the other hand, Butch et al.  144 demonstrated the formation of 
tartaric acid (c8) from the cyanide-mediated dimerization of glyoxylate (c9) at pH 14, with 
dihydroxyfumarate being an intermediate product of the reaction. The GC-MS analysis of the 
insoluble HCN polymer synthesized under experimental conditions 22 ( Table 3 and Table 
S1 ). shows the formation of tartaric acid (c8), oxalic acid (c13) and 2-hydroxymalonic acid 
(c3) (Table S1 supporting information), which is in very good agreement with the results 
reported by Butch et al.  144 (Scheme  7). 
 
 Scheme  7. The cyanide-mediated dimerization of glyoxylate, reported previously by Butch et 
al.  144 , leads to tartaric acid (c8), oxalic acid (c13) and 2-hydroxymalonic acid (c3). We confirm that 
these reactions could also be possible under more realistic prebiotic conditions, that is, working at 
lower pH values, under the synthetic conditions of experiment 22. The glyoxylic acid (c9) is generated 
by the hydrolysis of the HCN dimer, and then the cyanide anion acts as a catalyzer of the dimerization 
of glyoxylate (c9) to dihydroxyfumarate, which reacts again with glyoxylate to produce the mentioned 
products, in good agreement with the results of Butch et al. and the original proposal of Eschenmoser 
regarding the production of glyoxylic acid (c9). 
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Herein, the final pH of reaction 22 was 10.50 (Table 3) clearly lower than that used by 
Butch et al. but the second highest of our syntheses. Therefore, we could not identify the 
dihydroxyfumarate, but their products of reaction can be readily identified. Indeed, although 
the “glyoxylate scenario” seems to be strongly favored in the presence of aqueous aerosols, 
we can see that there are other conditions, even without aqueous aerosols, that can also 
explain this scenario. In the insoluble HCN polymer synthesized under experimental 
conditions 22, we did not detect glyoxylic acid (c9) (Table S1, supporting information). 
However, the reaction products of its dimerization mediated by cyanide were found. 
Therefore, this insoluble HCN polymer is free of glyoxylic acid (c9), likely because it was 
totally consumed.   
Moreover, Eschenmoser proposed a hypothetical pathway for the production of 
pyrimidines from dihydroxyfumaric 1 acid, which has good agreement with the pyrimidines 
identified by us (Scheme 8). The formation of pyrimidines implicate: i) the decarboxylation 
of the diamino derivative of dihydroxyfumaric acid and its subsequent condensation with 
urea, a well-known main product of the cyanide polymerization process 56, 113  and identified 
in our polymers synthesized herein (Table S1 and Table S2, supporting inormation), under 
ring closure with the elimination of ammonia to form 5-amino-uracil (h8). The 5-hydroxy-
uracil (h7) may be formed by the oxidation of the amine group of the 5-hydroxy-uracil (h8) 
(upper line of the Scheme 8 ); ii) the reductive elimination of one of the two amine groups of 
the dihydroxyfumaric acid and then condensation with urea followed by ring closure to lead 
to orotic acid (h9). The decarboxylation of orotic acid (h9) leads to the formation of uracil 
(h5), and the reduction of uracil produces dihydropyrimidine-2,4-dione (h6) (lower lines of 
the Scheme 8). In this case, the identification of the pyrimidines in HCN polymers is 
especially enhanced by the effect of the aqueous aerosols during the oligomerization 
processes of cyanide and by the presence of ammonium ions. 
 Scheme  9 shows a hypothetical relationship between the carboxylic acids identified 
by GC-MS in the HCN polymers synthetized in the present work. The starting point is the 
proposal made by Eschenmoser 1 (blue arrows in the Scheme  9) to establish a hypothetical 
relationships between the carboxylic acids identified by us. The main reactions proposed for 
the interconnection between the different carboxylic acids are reductive carboxylation, 
carboxylation, carbonyl reduction, alkene reduction, dehydration, hydration, oxidative 
decarboxylation and radical oxidation. The production of the carboxylic acids identified 
seems to improve in the presence of aqueous aerosols. This result is in good agreement with 
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our previous work, in which the formation of carboxylic acids was always favored in the 
presence of aqueous aerosols,  117 and also with the results reported by Donaldson and 
coworkers.  134  
 
Scheme 8. Hypothetical pathway based on the "glyoxylate scenario" for the production of 
pyrimidines. This hypothetical pathway may explain the production of all pyrimidines identified in the 
present work. 
 
In some steps of the proposal of Scheme  9 are implicated hydroxyl radicals, which 
have a propensity for the air−water interface that manifests in the partitioning of OH radicals 
between the bulk water and the surface. 154 Likely due to this fact, we observed a greater 
diversity in carboxylic acids in those HCN polymers synthesized using aqueous aerosols. 
Additionally, it is interesting to note that most of the cyanide polymerization reactions 
reported in the literature were carried out in the dark. These darkness conditions do not favor 
the production of carboxylic acids, as is indicated in Scheme  9, where the hydroxyl radicals 
seem to play a main role in the formation of the acids. The hydroxyl radicals are stabilized by 
the action of the aqueous aerosols, 117 and their production is enhanced by the action of the 
ambient light, increasing in this way the identification  of  carboxylic  acids. It  is known that 
 
  
Scheme  9. Hypothetical relationship between the carboxylic acids identified in HCN polymers, 
taking into account the proposal of the "glyoxylate scenario" as a starting point. The carboxylic acids 
implicated in rTCAC are presented in boxes. The red arrows indicate the relationship between them 
for the working rTCAC 153 The blue arrows indicate the relationship between the glyoxylate (c9) and 
the constituents of the rTCAC, as originally proposed by Eschenmoser. 37 The green arrows show a 
plausible prebiotic pathway, experimentally proven by Butch et al.  144 which provides a feedstock for 
entry into rTCAC. The violet arrows indicate the relationship proposed by Menor-Salván and Marín-
Yaseli.  125 The orange arrows show the pathway proposed by Guzman and Martin to enter rTCAC 
based on the catalytic properties of ZnS surfaces155 The pink arrow shows the cleavage of tartaric acid 
(c8) to produce glyoxylic acid (c9), as proposed by Zubarev et al. 156 
 
the glyoxylic acid (c9) can be directly produced from hydroxyl radicals attack on glycolic 
acid (c1).  157, 158  So, these reactions may also be favored in the presence  of  aqueous aerosols  
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due to the properties of the aerosols to concentrate polar organic compounds in the air-
water interface and to orientate them adequately. This consideration of the orientation of the 
reactants in the interface is especially interesting in justifying the production of the 
methylated acids c11, c12 and c17 because these are only identified in HCN polymers 
synthetized in the presence of aqueous aerosols or their production is specifically improved by 
them, in good agreement with the proposal of Donaldson et al.  134 It is clear that the light has 
a great influence in the production of carboxylic acids from cyanide especially under those 
experimental conditions using aqueous aerosols. In the present work only are studied in a 
systematic way the influence of the other experimental variables but no the light. Other works 
are in progress to elucidate the overall effect of the aqueous interfaces and the light, 
particularly the UV light, in the cyanide polymerization processes and especially in the 
formation of polar organic compounds, included carboxylic acids. This issue is the especial 
interest taking into account the growing literature about the photochemistry of the pyruvic 
acid.  93, 95, 159-162  
On the other  hand, note that in the present work, only C2 to C5 carboxylic acids were 
identified and that the autocatalytic structure of the rTAC derives from the branching point 
associated with citrate cleavage, C6 (Scheme 5). Further works are in progress to specifically 
identify keto acids and C6 carboxylic acids.  
The original proposal of the “glyoxylate scenario” does not include the production of 
pterins. However, Eschenmoser also proposed a hydrocyanic origin for these compounds. 110 
In a previous paper,  133 we demonstrated the formation of the backbone of these cofactors 
from cyanide polymerization (synthetic conditions 1, 7, 41 and 42 in Table 3). The 
hypothetical pathway proposed by us for the formation of pterins includes to the glyoxylic 
acid (c9). Thus, the production of pterins from cyanide can also be considered as a collateral 
part of the “glyoxylate scenario”, reinforcing the protometabolic idea of this scenario. In the 
case of the production of pterins, we showed that their relative yields were increased when the 
reactions were carried out in the presence of aqueous aerosols. On the other hand, the 
synthesis of the hydantoins (h1, h2 and h3) can also be explained using the glyoxylic acid (c9) 
as a starting reactant ( Scheme  10).  
In a previous paper,  133 it was demonstrated that the production of 5-hydroxyhidantion 
(h2) can be obtained from the condensation of glyoxylic acid (c9) with urea to produce α-
hydroxyhydantoic acid, which undergoes a ring closure to finally form 5-hydroxyhidantoin 
(h2).  Subsequently,  the hydantoin  (h2)  could  be oxidized  to produce  parabanic  acid  (h1). 
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Scheme  10. Hypothetical pathway for the production of hydantoins from glyoxylate based on 
the previous results by Menor-Salván and Marín-Yaseli 125 
Another possibility for the production of h1 is from the decarboxylation of h3, which 
could be the oxidation product of uric acid or 5-hydroxyuracil (h7).  155 Again, the role of the 
aqueous aerosols is key for the identification of hydantoins. The hydantoin h3 was only 
identified in HCN polymers synthetized in the presence of aqueous aerosols, and h2 was 
preferentially identified in HCN polymers synthetized under those conditions. The hydantoins 
are prebiotically interesting because have been suggested as a precursor for the emergence of 
peptides and amino acids 163 and because the primitive microorganisms on Earth may have 
been able to use hydantoins as C or N sources. 164 Therefore, the identification of other 
heterocycles beyond the pyrimidines originally proposed by Eschenmoser enriches the 
“glyoxylate scenario”. Indeed, although the synthesis of purines from HCN is well-known,  38, 
60 Eschenmoser also suggested pathways from diamino-fumaric acid diamide to purines. As 
we observed above, purines are formed preferentially under almost all of the synthetic 
conditions assayed. Hence, due to the unambiguous identification of glyoxylic acid in our 
HCN polymers, the pathways to the production of purines proposed by Eschenmoser cannot 
be rejected, although they have not been proven yet.  
 Finally, the “glyoxylate scenario” also suggests the synthesis of sugars from the 
glyoxylic and dihydroxyfumaric acids as an alternative pathway to the formose reaction for 
the generation of carbohydrates in a plausible prebiotic environment. In the present work, no 
sugars, sugar derivatives or their precursors were identified because the analytical methods 
that were used are not specific to the detection and identification of these types of compounds. 
However, it is highly interesting that the presence of aqueous aerosols has a negative 
correlation with the final pH of the cyanide polymerization reactions (Figure 6). The 
production of sugars from dihydroxyfumaric acid is favored at a pH that is slightly alkaline.   
144 Therefore, our further research in relation to the “glyoxylate scenario” will be focused 
towards the identification of sugars and their derivatives in HCN polymers synthesized in the 
presence of aqueous aerosols.  
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4.3.5 Conclusions 
For the first time, glyoxylic acid was identified from the oligomerization of HCN, as 
Eschenmoser proposed originally for the “glyoxylate scenario”. Additionally, pyruvic acid, 
malic acid, fumaric acid and succinic acid were identified in HCN polymers, experimentally 
proving a well-established relationship between HCN and the constituents of the rTCAC. 
Several amino acids were identified, which may come from the reductive amination of the 
corresponding keto acids. These keto acids were identified in some cases and in other ones 
they remained unidentified, but our results seem to confirm this hypothesis of the production 
of amino acids, also raised in the “glyoxylate scenario”. The pyrimidines identified support 
the proposal of their production from dihydroxyfumaric acid. The identification of hydantoins 
and pterins expands the original proposal of the “glyoxylate scenario” due to the implication 
of the glyoxylic acid in the production of these N-heterocycles. The findings presented herein, 
as the first global approach to the “glyoxylate scenario”, give full effect to this hypothesis and 
prove that the aqueous aerosols could play an important role in this plausible scene of the 
origin of life. Some of the aforementioned compounds were only identified when the 
synthesis of the HCN polymers were carried out using aqueous aerosols. Additionally, the 
aqueous aerosols seem to be an important factor for the further exploration of this system 
because the production of sugars and related compounds is pH-dependent. The presence of 
aqueous aerosols decreases the final pH in the cyanide polymerizations, which may favor the 
production of the carbohydrates.  
4.3.6 Experimental Section 
4.3.6.1 Synthesis of the HCN polymers 
The bubble-aerosol-droplet cycle, for the solutions of NH4CN (1 M) or NaCN (1 M) at 
pH 9.2, adjusted with HCl, was established using an ultrasonic aerosol generator (BONECO 
model 7035). The system was maintained at a constant temperature (38º C) with active 
aerosol generation for 3 days or 30 days, under atmospheric pressure or anoxic conditions (N2 
atmosphere). The resultant reaction mixtures were centrifuged at 12000 rpm for 10 min and 
washed with water (4x). The supernatants and the black pellets (insoluble HCN polymers) 
were collected and freeze-dried. The freeze-dried supernatants were fractionated by 
Nanosep® centrifugal devices (Pall, Life Sciences) to retain molecules above 3 kDa (soluble 
HCN polymers). Finally, brown solids (soluble HCN polymers) and black solids (insoluble 
HCN polymers) were obtained. Analogous experiments were carried out in sealed vials using 
a pool of liquid water. All the experiments were carried out using ultrapure water (Milli-Q 
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grade) or a saline solution simulating the conditions of the primitive ocean: 0.63 M NaCl, 
0.18 M MgCl2, 0.015 M CaCl2, 0.015 M KCl, and 0.02 M NaHCO3. In Table 3 are 
summarized all the experimental conditions assayed. The dried samples were stored at -80 ºC 
under an inert atmosphere. 
4.3.6.1.1 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 
GC-MS analyses in full-scan mode were conducted on a 6850 network GC system 
coupled with a 5975 VL MSD with a triple-axis detector operating in electronic impact (EI) 
mode at 70 eV (Agilent), using an HP-5MS column (cross-bond 5% diphenyl-95% dimethyl 
polysiloxane, 30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 µm film thickness) and He as the carrier gas. For the 
identification of monomers, the following protocol was used: i) The samples were hydrolyzed 
using 6 N HCl and heated at 110 ºC for 24 h. Then, the samples were freeze-dried to remove 
water, HCl and any volatile organics. ii)  2 mg of each hydrolyzed sample in 100 L of 
BSTFA with 1% TMCS [N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with 
trimethylchlorosilane, from Thermo Scientific] was heated at 70ºC for 19 h to obtain the 
respective TMS derivatives. iii) The derivatized samples were analyzed by GC-MS using the 
following GC oven program: 60ºC (initial temperature) with a hold of 1.5 min, heated to 130 
ºC at 5 ºC/min with a hold time of 11 min, heated to 180 ºC at 10 ºC/min with a hold time of 
10 min and heated to 220 ºC/min at 20 ºC/min with a final hold time of 15 min. One 
microliter of each sample was injected. The temperature of the injector was 275 ºC, and the 
injections were performed in splitless mode. The detector temperature was 300 ºC. The flow 
rate was 1.1 mL/min. Identification of compounds was performed in scan mode with a range 
of 50-650 amu.  
When available, the identified compounds were confirmed against authentic standard 
mass spectra and retention times. Other organic compounds were identified by searching their 
mass spectra in the NIST database. For identification purposes, we considered only peaks 
with a signal-to-noise ratio over 10. Those peaks whose match probability in the database 
were below 90% and/or tentatively or ambiguously identified were considered unidentified 
and not discussed in this paper. 
In the particular cases of glyoxylic acid (c9) and pyruvic acid (c10), to confirm their 
identification as their corresponding oxime-TMS derivatives using the NIST database, their 
standards were prepared as follows: i) 2 mg of the keto acids c9 and c10 were heated at 60º C 
during 30 min in 500 µL of hydroxylamine hydrochloride solution at pH 12 (20 mg of 
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hydroxylamine hydrochloride in 1 mL of NaOH 2N); ii) 200 l of HCl 6N was added; iii) the 
final mixtures were extracted with 500 L of ethyl acetate (x2) and with 500 µL diethyl ether 
(x1); iv) the organic layers were combined and dried under a continuous flow of N2; vi) the 
samples were freeze-dried to remove the residual water and vii) the dried residues were 
heated at 80ºC for 3 h in 100 µL of BSTFA+1% TMCS. The oxime-TMS derivatives were 
injected and analyzed by GC-MS as described above. The chromatograms and mass spectra of 
these standards are shown in Figure S10, supporting inormation. 
4.3.6.1.2 High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
Additionally, to confirm the presence of glyoxylic acid (c9) in the HCN polymers 
synthetized, they were analyzed by HPLC after acid hydrolysis. HPLC analyses were carried 
out on a Surveyor (ThermoFinnigan) with a PDA detector using an Aminex HPX-87 H, 300 
mm x7.8 mm column. Qualitative analysis was performed using a solvent of H2SO4 in water 
(4x10-3 M) at a flow of 0.6 mL/min. The column was thermostated at 25 ºC, and the 
chromatogram was recorded at 210 nm. The presence of glyoxylic acid (c9) in the samples 
was confirmed against the authentic standard retention time. Samples were positively 
identified as containing glyoxylic (c9) acid only when the GC-MS and HPLC analyses were 
positive.   
4.3.6.1.3 Statistical Analysis: Multivariate Analysis 
Bivariate Pearson’s correlation coefficients were calculated to examine trends between 
the pH and the number of monomers (amino acids, carboxylic acids and N-heterocycles in 
soluble and insoluble HCN polymers) detected in the different experiments. Transformation 
of data was not required to satisfy the assumption of normality. Correlations were calculated 
by SPSS 23 statistical software. With the same data, simple ordinary 2D plots were prepared 
using Excel software. 
A total of thirty-two syntheses with different conditions were analyzed. One absence-
presence matrix was produced using the experimental conditions of aqueous aerosol, long or 
short reaction time, ammonium, oxygen and salinity. Of the results, we retained 10 variables: 
final pH in each experiment, insoluble HCN polymer weight (IPW), total number of 
monomers obtained at insoluble HCN polymers (Total IP), number of amino acids in 
insoluble HCN polymers (A_IP), number of carboxylic acids in insoluble HCN polymers 
(C_IP), number of N-heterocycles in insoluble HCN polymers (H_IP), soluble HCN polymer 
weight (SPW), total number of monomers in soluble HCN polymers (Total SP), number of 
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amino acids in soluble HCN polymers (A_SP), number of carboxylic acids in soluble HCN 
polymers (C_SP), and number of N-heterocycles in soluble HCN polymers (H_SP). 
Detrended correspondence analysis (DCA) was performed to determinate the modality of the 
data. The analysis resulted in 1.4 segment lengths for absence-presence matrix data and 2.9 
for the variable dataset, indicating that linear models can be developed. Redundancy analysis 
(RDA) was applied for relating the experimental conditions (matrix) and variables. The 
significance of the first axis and that of all axes combined were tested using Monte Carlo 
permutation tests. DCA and RDA tests were performed using the multivariate data analysis 
software CANOCO 4.5 (Microcomputer Power, Ithaca, NY, USA). 165 The program 
CANODRAW 4.0 (in the Canoco package) was used for graphical presentation. 
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4.3.8 Supporting information 
Table S1. Monomers identified in the insoluble HCN polymers synthesized, by GC-MS after acid hydrolysis 
and derivatization with BSTFA. Urea was identified in all of the insoluble HCN polymers, except for the syntheses 
under experimental conditions 21 and 23.   
 1 4 7 10 13 16 19 22 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 
AMINO ACIDS                                 
Glycine (a1) x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x 
Aminomalonic acid (a2) x x x x x  x  x x  x x x  x x x  x   x x x   x     
Alanine (a3) x  x x x  x   x x        x    x   x x  x  x x 
β-Alanine (a4)   x x x  x  x x x     x    x   x  x x  x     
Serine (a5)                   x              
Isoserine (a6)                       x      x    
Aspartic acid  (a7) x x x x  x x x x x x x   x  x x x x   x  x x x x x  x x 
Iminodiacetic acid (a8)                                x 
2-Aminobutyric acid (a9)                         x        
2-Aminoisobutyric acid (a10)                 x               
4-Aminobutyric acid (a11)                  x               
Threonine  (a12)                   x            x  
Glutamic acid  (a13)           x                  x    
Leucine (a14)           x        x            x x 
Isoleucine (a15)                               x  
6-hydroxynorleucine (a16)                                x 
HYDROXYÁCIDS                                 
Glycolic acid (c1) x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x 
2,2-dihydroxyacetic acid (c2)              x    x    x    x  x  x  
2-hydroxymalonic acid (c3)   x    x x                         
2,2-dihydroxymalonic acid (c4)     x  x x x  x x  x  x  x   x x    x x   x x 
Lactic acid (c5) x x x x x x x x x x x x  x x x x  x x x x x x x x x x x x x x 
3-hydroxypropanoic acid (c6)                            x   x 
Malic acid (c7) x x x x x x x x x x x x x x x x x x x   x x x x x x x x  x x 
Tartaric acid (c8)        x  x                       
KETO ACIDS                                 
Glyoxylic acid (c9)  x       x  x        x    x   x  x  x   
Pyruvic acid (c10)  x  x  x   x  x  x x  x   x    x  x x    x  x 
Ketoisovaleric acid (c11)    x     x   x x   x            x   x x 
Levulic acid (c12)               x    x  x  x    x    x x 
DICARBOXYLIC ACIDS                                 
Oxalic acid (c13) x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x  x x x x x x x x x x x 
Malonic acid (c14) x x x x x  x x x x    x   x x    x  x x   x x    
Fumaric acid (c15)                   x        x  x    
Succinic acid (c16) x x x x x x x x  x x  x x x x x x x   x x x x x x x x x x x 
2-ethylmalonic acid (c17)                   x          x    
Glutaric acid (c18)             x         x  x x x   x    
HYDANTOINS                                 
Parabanic acid (h1)   x  x x  x x x  x   x     x        x   x  
5-Hydroxyhydantoin (h2)  x x x x x x x x x x x x x x x x  x x x  x   x x  x  x x 
Alloxanoic acid (h3)         x        x  x         x x    
TRIAZINES                                 
Cyanuric acid (h4)  x x  x  x  x x x  x  x  x x  x     x x x x x x x x 
PYRIMIDINES                                 
Uracil (h5)    x x  x   x                  x x    
Dihydro-pyrimidine-2,4-dione (h6) x x x  x  x x  x    x x x  x     x         x 
2,4,5-trihydroxypyrimidine (h7) x x x x  x  x x x  x  x x x x x  x  x x x x x x x   x x 
5-aminouracil (h8) x            x                  x x 
Orotic acid (h9) x  x  x  x  x x x x  x x x x x  x     x x x x x  x x 
PURINES                                 
Xanthine (h10) x x x x x  x x x x x x     x x  x     x x  x x   x 
Hypoxanthine (h11)                                 
Adenine (h12) x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x  x x x x x x x  x x x 
Guanine (h13) x x x x x x x x x x x x  x x x x x x x   x  x x  x   x x 
8-hydroxyadenine (h14) x x x x  x x x x  x     x x x x x    x x x  x x  x x 
2,6-diaminopurine (h15)                                 
PTERIDINES                                 
2,4,7-trihydroxypteridine (h16) x x x x x x x x x x x x  x x x x x x x   x x x x x x x  x x 
2,4,6,7-tetrahydroxypteridine (h17)        x              x        
Isoxanthopterine (h18) x x x x x x x x x x x x  x  x x x x x   x x x x  x x  x x 
Leucopterine  (h19) x x x x x x x x x x x x     x   x     x x  x x  x x 
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Table S2. Monomers identified by GC-MS in the soluble HCN polymers synthesized after acid hydrolysis 
and derivatization with BSTFA. Urea was identified in all the soluble HCN polymers, except for the syntheses 
under experimental conditions 5, 6, 22, 23 and 28. 
 
 1 4 7 10 13 16 19 22 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 
AMINO ACIDS                                 
Glycine (a1) x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x  x  x x x x x x x x 
Aminomalonic acid (a2) x        x    x x    x               
Alanine (a3)  x x    x x                     x  x  
β-Alanine (a4)         x  x      x         x       
Serine (a5)                                 
Isoserine (a6)  x x    x x                     x    
Aspartic acid  (a7) x x x x x x x x x x x x      x       x   x x  x  
Iminodiacetic acid (a8)          x         x              
2-Aminobutyric acid (a9)                                 
2-Aminoisobutyric acid (a10)                                
4-Aminobutyric acid (a11)                                 
Threonine  (a12)                                 
Glutamic acid  (a13)                                 
Leucine (a14)                                 
Isoleucine (a15)                                 
6-hydroxynorleucine (a16)                                 
HYDROXYÁCIDS                                x 
Glycolic acid (c1) x x x x x x x x x x x x x x x x  x x x x  x  x x x x x x x  
2,2-dihydroxyacetic acid (c2)        x     x     x  x            
2-hydroxymalonic acid (c3)          x                       
2,2-dihydroxymalonic acid (c4) x x x x  x  x x x  x x x  x  x  x     x   x x   
Lactic acid (c5) x x x  x   x x x x      x x x x x    x x   x  x  
3-hydroxypropanoic acid (c6)     x            x  x             
Malic acid (c7) x x   x x  x x x x x x x    x x      x x  x x  x  
Tartaric acid (c8)                                 
KETO ACIDS                                 
Glyoxylic acid (c9)            x                     
Pyruvic acid (c10) x x x   x   x x x x x     x x      x x x x x  x  
Ketoisovaleric acid (c11)         x  x              x x       
Levulic acid (c12)                     x            
DICARBOXYLIC ACIDS                                x 
Oxalic acid (c13) x x x x x x x x x x x x x x   x x x x  x x  x x  x x x x x 
Malonic acid (c14) x        x x x       x               
Fumaric acid (c15)  x x         x       x         x x  x x 
Succinic acid (c16) x x x x x x x  x x x x x x   x x x x x    x x x x x x x  
2-ethylmalonic acid (c17)                                 
Glutaric acid (c18)                          x       
HYDANTOINS                                x 
Parabanic acid (h1) x x x   x x  x x x x  x           x x     x x 
5-Hydroxyhydantoin (h2) x x x x x x x x x x x x x    x x x x x x   x x x x x  x x 
Alloxanoic acid (h3)           x        x            x  
TRIAZINES                                x 
Cyanuric acid (h4)  x x   x x  x  x  x    x  x      x x  x x  x  
PYRIMIDINES                                x 
Uracil (h5)                                 
Dihydro-pyrimidine-2,4-dione (h6) x x  x x x x  x x               x   x x  x x 
2,4,5-trihydroxypyrimidine (h7) x x x    x  x x  x x x   x        x       x 
5-aminouracil (h8)  x       x x x                x x    x 
Orotic acid (h9) x x x  x x x  x  x      x        x x  x   x  
PURINES                                 
Xanthine (h10) x  x    x  x x x x             x x  x   x  
Hypoxanthine (h11)         x                x x      x 
Adenine (h12) x x x x  x x x x x x x      x       x x  x x  x x 
Guanine (h13) x x x x  x   x x x x x x    x       x x  x x   x 
8-hydroxyadenine (h14) x x x     x x x x x             x x   x  x  
2,6-diaminopurine (h15) x          x                      
PTERIDINES                                x 
2,4,7-trihydroxypteridine (h16) x x x   x x x x x x x      x  x     x x  x x  x  
2,4,6,7-tetrahydroxypteridine 
(h17) 
                             
Isoxanthopterine (h18) x x x x  x x x x x x       x       x      x  
Leucopterine  (h19)         x  x              x x     x  
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Figure S5. Effect of the aqueous aerosols on the production and diversity of the monomers 
present in the HCN polymers synthetized herein.  
 
 
 
 
Figure S6. Effect of the reaction time on the production and diversity of the monomers present 
in the HCN polymers synthetized herein.  
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Figure S7. Effect of ammonium on the production and diversity of the monomers present in the 
HCN polymers synthetized herein.  
 
 
 
 
Figure S8. Effect of the oxygen on the production and diversity of the monomers present in the 
HCN polymers synthetized herein.  
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Figure S9. Effect of the salinity on the production and diversity of the monomers present in the 
HCN polymers synthetized herein.  
 
 
Figure S10. a) Full scan chromatogram of a standard of the glyoxylic acid (c9) as its oxime-
TMS derivative;  b) EI+ mass spectrum of the oxime-TMS derivative of the glyoxylic acid (c9). d) Full 
scan chromatogram of a standard of pyruvic acid (c10) as its oxime-TMS derivative.  d) EI+ mass 
spectrum of the oxime-TMS derivative of a standard of the pyruvic acid (c10). [Me = CH3; TMS = -
Si(CH3)3]. The standards of glyoxylic acid and pyruvic acid were purchased from Sigma-Aldrich.   
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4.4 INFLUENCIA DE LOS AEROSOLES ACUOSOS Y LA RADIACIÓN UV 
EN LA PRODUCCIÓN DE MOLÉCULAS POLARES 
4.4.1 Introducción 
Un estudio reciente 166 mostró que la fotoquímica de los aerosoles acuosos en la 
interfase aire-agua no sólo es la suma de las reacciones en ambas fases, sino que desarrolla su 
propia química, favoreciendo la producción de compuestos insaturados. Como se indicó en la 
sección 4.3.4 la luz parece jugar un papel importante en la producción de ácidos carboxílicos 
a partir de disoluciones de cianuro, especialmente en presencia de aerosoles acuosos. Así en la 
presente sección vamos a explorar el impacto conjunto de la radiación UV y la presencia de 
aerosoles acuosos en la producción de moléculas orgánicas polares sintetizadas a partir de 
cianuro. 
4.4.2 Resultados 
Los polímeros de cianuro se sintetizaron bajo las condiciones experimentales que se 
detallan en la sección 4.4.5.1.1. Todos los experimentos se realizaron a 38 ºC en presencia de 
aerosoles acuosos y atmósfera inerte de N2. Los experimentos sin radiación UV y los 
experimentos en presencia de radiación UV se prepararon en agua Milli Q o usando una 
disolución salina simulando el mar primitivo (como se indica en la Tabla 4). Una vez 
finalizado el tiempo de exposición de 3 días se midió el pH y se separaron los polímeros 
insolubles mediante centrifugación como queda descrito en la sección 4.3.6.1. El pH final de 
cada reacción, la cantidad de polímero insoluble obtenido y el porcentaje de polímero soluble 
> 3 kDa quedan recogidos en la Tabla 4. 
Se observó menor formación de polímero insoluble de cianuro en presencia de 
radiación UV (experimentos 55, 56, 57 y 58) respecto a sus experimentos control sin irradiar  
(experimentos 27, 31, 35 y 39) independientemente del resto de condiciones. Por otro lado, la 
presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo favoreció la formación de 
polímero insoluble de cianuro (experimentos 31, 39, 56 y 58) frente a sus respectivos 
experimentos control en agua Milli Q (experimentos 27, 35, 55 y 57). La presencia de 
amonio, que en otras condiciones experimentales favoreció la síntesis de polímero insoluble 
de cianuro 124 no produjo el mismo efecto en las condiciones aquí ensayadas (experimentos 
27, 31 y 55) excepto en presencia de disolución salina (experimento 56). La cantidad 
sintetizada de polímero insoluble de cianuro fue menor en presencia de amonio en 
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comparación con sus respectivos experimentos control en ausencia del mismo (experimentos 
35, 39 y 57). 
Tabla 4. Condiciones experimentales, pH, peso de los polímeros insolubles y porcentaje de los 
polímeros solubles obtenidos en la preparación de polímeros de cianuro en presencia de radiación 
UV y aerosoles acuosos. 
 [a] Disoluciones equimolares de NH4Cl y NaCN (1M, 5 mL) o disoluciones de NaCN (1M, 5 mL) 
a pH 9,2 ajustadas con HCl ; [b] En presencia de radiación UV durante 3 días (+); [c] Disolución salina 
simulando el mar primitivo (+) o agua Milli Q (-); [d] Media y desviación estándar del pH final de la 
reacción medido en un mínimo de 4 experimentos independientes; [e] Media y desviación estándar de 
la cantidad de polímero insoluble de cianuro (en mg) obtenida en un mínimo de 4 experimentos; [f] % 
relativo en peso de polímero soluble respecto al sobrenadante obtenido. 
La radiación UV disminuyó la formación de polímero soluble en todos los casos 
excepto en los polímeros sintetizados en presencia de disolución salina y ausencia de amonio 
(experimento 57) frente a su respectivo experimento control sin irradiar (experimento 35). La 
presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo favoreció la formación de 
polímero soluble de cianuro (experimentos 31, 39, 56 y 58) frente a sus respectivos 
experimentos control en agua Milli Q (experimentos 27, 35, 55 y 57). Así mismo la presencia 
de amonio favoreció la síntesis de polímero soluble de cianuro (experimentos 27, 31, 55 y 56) 
en comparación con sus respectivos experimentos control en ausencia del mismo 
(experimentos 35, 37, 57 y 58). 
La radiación UV disminuyó el pH final de la disolución excepto en las condiciones 
experimentales 57. La presencia de amonio pareció tamponar el sistema, no ascendiendo el 
pH final de la reacción por encima de 9,63 ± 0,13, en comparación con los experimentos 
llevados a cabo en ausencia de mismo, ascendiendo el pH final de la reacción hasta 10,28 ± 
0,46. 
4.4.2.1  Análisis del polímero insoluble  
Para identificar las moléculas orgánicas de interés biológico, como aminoácidos, bases 
nitrogenadas y ácidos carboxílicos,  los polímeros insolubles fueron analizados mediante GC-
MS como se describe en la sección 4.3.6.1.1 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-
MS). Este método no es específico para las moléculas indicadas, pero, con fines 
Experimento Reactivo[a] Radiación 
UV[b] 
Simulación 
mar[c] 
primitivo [c] 
pH [d] Polímero 
Insoluble(mg) [e] 
%polímero 
soluble [f] 
27 NH4CN - - 9,63 ± 0,13 1,1 ± 0,3 2,16 
31 NH4CN - + 9,6 ± 0,05 8,1 ± 2,3 8,79 
35 NaCN - - 10,28 ± 0,46 1,6 ± 1,1 0,92 
39 NaCN - + 10 ± 0,28 9,4 ± 0,8 7,14 
55 NH4CN + - 9,2 ± 0,66 0,9 ± 0,1 1,95 
56 NH4CN + + 9,3 ± 0,2 10 ± 2,5 6,57 
57 NaCN + - 10,2 ± 0,2 1,2 ± 0,4 1,12 
58 NaCN + + 9,38 ± 0,27 8,3 ± 5,6 5,09 
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comparativos, nos da una excelente visión de conjunto de las moléculas orgánicas presentes 
en los polímeros insolubles de cianuro. El análisis monomérico cualitativo de los polímeros 
de cianuro insolubles se muestra en la Tabla 5 . 
Tabla 5. Compuestos orgánicos polares identificados mediante GC-MS en los polímeros 
insolubles de cianuro, obtenidos en presencia de radiación UV e interfases aire-agua, tras hidrólisis 
ácida. Los ácidos pirúvico y glioxílico fueron detectados como sus correspondientes oximas. 
 Fórmula Condiciones experimentales 
AMINOÁCIDOS  27 31 35 39 55 56 57 58 
Glicina (a1) C2H5NO2 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓  
Ácido aminomalónico (a2) C3H5NO4    ✓     
Alanina (a3) C3H7NO2 ✓  ✓ ✓   ✓  
β-Alanina (a4) C3H7NO2 ✓   ✓     
Serina (a5) C3H7NO3   ✓      
Isoserina (a6) C3H7NO3    ✓     
Ácido aspártico (a7) C4H7NO4 ✓ ✓ ✓ ✓     
Treonina  (a12) C4H9NO3   ✓      
Ácido glutámico (a13) C5H9NO4 ✓        
Leucina (a14) C6H13NO2 ✓  ✓    ✓  
HIDROXIÁCIDOS          
Ácido glicólico (c1) C2H4O3 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓  
Ácido 2,2-dihydroxiacético (c2) C2H4O4  ✓ ✓ ✓    ✓ 
Ácido 2,2-dihydroximalónico (c4) C3H4O5 ✓ ✓ ✓ ✓   ✓  
Ácido láctico (c5) C3H4O6 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓  
Ácido málico (c8) C3H6O3 ✓ ✓ ✓ ✓   ✓  
CETO ACIDOS          
Ácido glioxílico (c9) C2H2O3 ✓  ✓ ✓     
Ácido pirúvico (c10) C3H4O3 ✓  ✓ ✓   ✓  
Ácido levúlico (c12) C5H8O3  ✓ ✓ ✓   ✓  
ÁCIDOS DICARBOXÍLICOS          
Ácido oxálico (c13) C2H2O4 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
Ácido fumárico (c15) C4H4O4   ✓  ✓  ✓  
Ácido succínico (c16) C4H6O4 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓  
Ácido 2-etilmalónico (c17) C5H8O4   ✓      
HIDANTOINAS          
Ácido parabánico (h1) C3H2N2O3  ✓     ✓  
5-Hidroxihidantoina (h2) C3H4N2O3 ✓ ✓ ✓ ✓   ✓  
Ácido aloxanoico (h3) C4H4N2O4   ✓      
TRIAZINAS          
Ácido cianúrico (h4) C3H3N3O3 ✓ ✓   ✓  ✓  
PIRIMIDINAS          
Dihidrouracilo (h6) C4H6N2O2  ✓  ✓     
2,4,5-trihidroxipirimidina (h7) C4H4N2O3  ✓  ✓   ✓  
5-aminouracilo (h8) C4H5N3O2         
Ácido orótico (h9) C5H4N2O4 ✓ ✓   ✓  ✓  
PURINAS          
Xantina (h10) C5H4N4O2 ✓      ✓  
Adenina (h12) C5H5N5 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  ✓  
Guanina (h13) C5H5N5O ✓ ✓ ✓ ✓   ✓  
8-hidroxiadenine (h14) C5H4N4O2 ✓  ✓  ✓  ✓  
PTERIDINAS          
2,4,7-trihidroxipteridina (h16) C6H4N4O3 ✓ ✓ ✓ ✓   ✓  
Isoxantopterina (h18) C6H5N5O2 ✓  ✓ ✓   ✓  
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Se identificó menor número de aminoácidos en los experimentos llevados a cabo en 
presencia de radiación UV (experimentos 55, 56, 57 y 58) frente a sus respectivos 
experimentos control sin irradiar (experimentos 27, 31, 35 y 39). Además, la presencia de 
sales y radiación UV inhibió totalmente la síntesis de aminoácidos (experimentos 56 y 58). La 
presencia de amonio y radiación UV (experimento 55) inhibió parcialmente la síntesis de 
aminoácidos, frente a su respectivo experimento control realizado sin amonio (experimento 
57). En líneas generales, se identificó menor diversidad en ácidos carboxílicos en los 
experimentos llevados a cabo en presencia de radiación UV (experimentos 55, 56, 57 y 58) 
frente a sus respectivos experimentos control sin irradiar (experimentos 27, 31, 35 y 39). Cabe 
resaltar que, la presencia conjunta de radiación UV, amonio y una disolución salina simulando 
el mar primitivo, inhibió notablemente la formación de ácidos carboxílicos en los polímeros 
insolubles de cianuro (experimento 56), detectándose solamente ácido oxálico. En el resto de 
las condiciones ensayadas (experimentos 55, 57 y 58) la radiación UV inhibió parcialmente la 
síntesis de ácidos carboxílicos frente a sus respectivos experimentos control (experimentos 
27, 35 y 39). La mayor diversidad en ácidos carboxílicos se produjo en los polímeros 
insolubles de cianuro sintetizados en ausencia de radiación UV, en agua Milli Q y sin amonio 
(experimento 35). La presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo 
disminuyó la diversidad en ácidos carboxílicos en todos los casos, tanto en presencia como 
ausencia de radiación UV. De la misma forma, la presencia de amonio, para los tiempos de 
reacción dados de 3 días, disminuyó la diversidad en ácidos carboxílicos. Como en el caso de 
los aminoácidos y ácidos carboxílicos, se identificaron menos N-heterociclos en los 
experimentos llevados a cabo en presencia de radiación UV (experimentos 55, 56 y 58) frente 
a sus respectivos experimentos control sin irradiar (experimentos 27, 31 y 39). Sin embargo, 
el polímero de cianuro insoluble sintetizado en presencia de radiación UV, agua Milli Q y 
ausencia de amonio (experimento 57) mostró mayor diversidad en N-heterociclos que su 
respectivo experimento control sin irradiar (experimento 35). La presencia conjunta de 
radiación UV y una disolución salina simulando el mar primitivo inhibió completamente la 
síntesis de N-heterociclos (experimentos 56 y 58). La presencia de amonio durante el proceso 
de polimerización redujo la diversidad en N-heterociclos identificados en los polímeros 
insolubles de cianuro.  
En resumen: i) La radiación UV disminuyó la formación de aminoácidos, ácidos 
carboxílicos y N-heterociclos en los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia 
de aerosoles acuosos; ii) la presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo 
disminuyó notablemente la identificación de aminoácidos, ácidos carboxílicos y N-
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heterociclos en los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia de aerosoles 
acuosos; iii) La presencia conjunta de radiación UV y disolución salina inhibió fuertemente la 
síntesis de monómeros en los polímeros insolubles de cianuro; iiii) La presencia de amonio 
redujo la diversidad monomérica identificada en los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de aerosoles acuosos y radiación UV. 
4.4.2.2 Análisis de los polímeros solubles de cianuro 
Se analizó la composición monomérica de los polímeros solubles de cianuro mediante 
GC-MS tras hidrólisis ácida. Los monómeros mayoritarios identificados fueron ácido oxálico 
y glicina. El análisis monomérico semicuantitativo se muestra en la Tabla 6. 
Los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de radiación UV e 
interfases aire-agua (experimentos 55, 56 y 58) mostraron menor porcentaje relativo de 
aminoácidos y menor diversidad monomérica en comparación con sus respectivos 
experimentos control sin irradiar (experimentos 27, 31 y 39). La presencia de una disolución 
salina simulando el mar primitivo inhibió completamente la síntesis de aminoácidos en 
presencia de radiación UV (experimentos 56 y 58). La presencia de ión amonio favoreció la 
síntesis, tanto en presencia como ausencia de radiación UV, en porcentaje relativo de 
aminoácidos (experimentos 27, 31, 55 y 56) en comparación con sus respectivos 
experimentos control sin ión amonio (experimentos 35, 39, 57 y 58). Sólo se detectó mayor 
porcentaje relativo en aminoácidos en el polímero soluble de cianuro sintetizado en presencia 
de radiación UV y aerosoles acuosos sin amonio (experimento 57) frente a su respectivo 
experimento control sin irradiar (experimento 35). 
Por tanto, se puede afirmar que, en general, la radiación UV disminuyó la formación, 
en porcentaje relativo, de aminoácidos en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en 
presencia de aerosoles acuosos.  Como en el caso de los aminoácidos, los polímeros solubles 
de cianuro sintetizados en presencia de radiación UV e interfases aire-agua (experimentos 55, 
56 y 58) mostraron menor porcentaje relativo de ácidos y menor diversidad monomérica que 
sus respectivos experimentos control sin irradiar (experimentos 27, 31 y 39). Sólo se detectó 
mayor porcentaje relativo en ácidos en el polímero soluble de cianuro sintetizado en presencia 
de radiación UV y aerosoles acuosos sin amonio (experimento 57) frente a su respectivo 
experimento control sin irradiar (experimento 35). La presencia de una disolución salina 
simulando el mar primitivo disminuyó la síntesis de ácidos carboxílicos, en porcentaje 
relativo y diversidad, en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de 
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interfases aire-agua, independientemente del resto de condiciones (experimentos 31, 39, 56 y 
58) frente a sus respectivos experimentos control realizados en agua Milli Q (experimentos 
27, 35, 55 y 57) 
Tabla 6. Análisis semicuantitativo de compuestos polares identificados mediante GC-MS en los 
polímeros solubles de cianuro, obtenidos en presencia de radiación UV e interfases aire-agua, tras 
hidrólisis ácida. El ácido pirúvico fue  detectado como su correspondiente oxima. 
*Las cantidades mostradas en la tabla 6 corresponden al análisis semicuantitativo de las 
muestras. El porcentaje mostrado en esta tabla corresponde al porcentaje relativo en peso de los 
compuestos polares analizados. Por ejemplo, para el porcentaje de glicina se realizo una curva 
standard de glicina y se calcularon los mg de glicina por mg de muestra analizada [% relativo glicina 
=(mg glicina/mg polímero soluble)*100]. Para el análisis semicuantitativo del resto de compuestos 
polares se siguió el mismo procedimiento con la curva estándar de glicina. Se seleccionaron dos 
decimales debido al bajo porcentaje relativo de algunos compuestos. 
  
 Fórmula Condiciones experimentales 
AMINOÁCIDOS  27 31 35 39 55 56 57 58 
Glicina (a1) C2H5NO2 17,95 6,22 0,43 t 4,2  0,68  
Alanina (a3) C3H7NO2 0,2        
β-Alanina (a4) C3H7NO2     0,01    
Ácido aspártico (a7) C4H7NO4 0,06      0,02  
Ácido iminodiacetico (a8) C4H7NO4   0,02      
Total detectado  18,21 6,22 0,45  4,21  0,7  
HIDROXIACIDOS          
Ácido glicólico (c1) C2H4O3 0,83 2,74 0,16 t 2,33 0,04 0,39  
Ácido 2,2-dihydroximalónico (c4)) C3H4O6 0,08      0,03  
Ácido láctico (c5) C3H6O3 0,29  0,07  0,05  0,08  
Ácido 3-hydroxipropanoico (c6) C3H6O3   0,01      
Ácido málico (c7) C4H6O5 0,05  0,06      
CETO ACIDOS          
Ácido cetoisovalérico (c11) C5H8O3 0,13        
ÁCIDOS DICARBOXÍLICOS          
Ácido oxálico  (c13) C2H2O4 17,9  0,93 t 5,04 0,05 0,96 t 
Ácido malónico  (c14) C3H4O4 0,13        
Ácido fumárico  (c15) C4H4O4   0,03  0,01    
Ácido succínico (c16) C4H6O4 0,94  0,09    0,11  
Total detectado  20,35 2,74 1,35  7,43 0,09 1,57  
HIDANTOINAS          
Ácido parabánico (h1) C3H2N2O3 0,46    0,03    
5-Hidroxihidantoina  (h2) C3H4N2O3 0,41  0,1  0,03  0,12  
Ácido aloxanoico  (h3) C4H4N2O4 0,13  0,03  0,03    
Total detectado  1  0,13  0,09  0,12  
TRIAZINAS          
Ácido cianúrico  (h4) C3H3N3O3 2,43  0,49  0,79 0,35 2,97  
PIRIMIDINAS          
5-aminouracilo  (h8) C4H5N3O2 0,69    0,04    
Ácido orótico  (h9) C5H4N2O4 0,25    0,02  0,24  
Total detectado  0,94    0,06  0,24  
PURINAS          
Xantina  (h10) C5H4N4O2 0,88    t    
Adenina  (h12) C5H5N5 3    t    
Guanina  (h13) C5H5N5O 1,23        
8-hidroxiadenine  (h14) C5H5N5O 0,24    0,01    
2,6-diaminopurina  (h15) C5H6N6 0,5        
Total detectado  5,85    0,01    
PTERIDINAS          
2,4,7-trihidroxipteridina  (h16) C6H4N4O3 1,42        
Isoxantopterina  (h18) C6H5N5O2 0,45        
Leucopterina  (h19) C6H5N5O3 0,25        
Total detectado    2,12        
Análisis de moléculas de interés prebiótico mediante GC-MS  85  
 
 
    
La presencia de ión amonio favoreció la síntesis, tanto en presencia como ausencia de 
radiación UV, en porcentaje relativo de ácidos (experimentos 27, 31, 55 y 56) en comparación 
con sus respectivos experimentos control sin ión amonio (experimentos 35, 39, 57 y 58). 
Cuando se uso una simulación del mar primitivo, sin amonio y radiación UV (experimento 
58) sólo se identificó ácido oxálico (c14). En las mismas condiciones sin irradiar 
(experimento 39) sólo se identificaron ácido glicólico (c1) y ácido oxálico (c14) en el 
polímero soluble de cianuro. 
Los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de radiación UV e 
interfases aire-agua (experimentos 55-58) mostraron menor porcentaje relativo de 
hidantoinas, purinas y pteridinas en comparación con sus respectivos experimentos control sin 
irradiar (experimentos 27, 31, 35 y 39).  Sólo se detectó mayor porcentaje relativo en triazinas 
y pirimidinas en el polímero soluble de cianuro sintetizado en presencia de radiación UV y 
aerosoles acuosos sin amonio (experimento 57) frente a su respectivo experimento control sin 
irradiar (experimento 35). La presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo 
inhibió completamente la síntesis de N-heterociclos en presencia y ausencia de radiación UV 
(experimentos 31, 39 y 58) y parcialmente en presencia de radiación UV y amonio 
(experimento 56). La presencia de ión amonio favoreció la diversidad de N-heterociclos, tanto 
en presencia como ausencia de radiación UV (experimentos 27, 55 y 56) en comparación con 
sus respectivos experimentos control sin ión amonio (experimentos 35, 57 y 58). Solamente 
se detectaron purinas en aquellos polímeros solubles sintetizados en presencia de ión amonio 
en agua Milli Q (experimentos 27 y 55). Por tanto, se puede afirmar que, en general, la 
radiación UV disminuyó la diversidad monomérica en N-heterociclos en los polímeros 
solubles de cianuro sintetizados en presencia de aerosoles acuosos.  
En resumen, en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de 
interfases aire-agua y amonio, la radiación UV inhibió la formación, en porcentaje relativo y 
diversidad monomérica, de aminoácidos, ácidos y N-heterociclos. La presencia de una 
disolución salina simulando el mar primitivo disminuyó drásticamente la formación de todos 
los monómeros. 
4.4.3 Discusión de los resultados 
En los experimentos llevados a cabo en presencia de las interfases aire-agua o 
aerosoles acuosos,  la radiación UV inhibió la formación del polímero insoluble y soluble de 
cianuro. Sin embargo, en las interfases hielo-agua, por el contrario, la radiación UV favoreció 
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la formación del polímero insoluble de cianuro. Esta diferencia podría deberse a la 
combinación del mecanismo radicalario subyacente en los aerosoles acuosos y el efecto de la 
radiación UV.  
4.4.3.1 Efecto de la radiación UV en la síntesis del polímero insoluble de cianuro en  
interfases aire-agua  
La radiación UV disminuyó la formación del polímero insoluble del cianuro en 
cantidad y diversidad monomérica. Se identificó menor número de aminoácidos, ácidos 
carboxílicos y N-heterociclos en aquellos experimentos irradiados (experimentos 55-58) 
frente a sus respectivos experimentos control sin irradiar (experimentos 27, 31, 35 y 39). La 
adición de una disolución salina simulando el mar primitivo inhibió parcialmente la 
formación de estos compuestos.  
Se desconocen los mecanismos subyacentes en la fotoquímica de las interfases aire-
agua, pero en algunos trabajos se ha observado un aumento en la diversidad orgánica. Al 
irradiar una disolución de ácido pirúvico durante dos horas en el rango 200-2500 nm en 
interfases aire-agua se incrementó la diversidad en compuestos orgánicos, específicamente se 
identificaron los siguientes compuestos: acetoína, ácido láctico, ácido acético y otros 
oligómeros.  160 Sin embargo, parece que el efecto conjunto de la radiación UV e interfases 
aire-agua sobre el proceso de polimerización del cianuro difiere bastante del observado en 
compuestos orgánicos sencillos solubles en agua.  
 Fotoquímica atmosférica 
La fotoquímica multifase tiene el potencial de facilitar las reacciones atmosféricas. En 
contraste con los amplios conocimientos de la fotoquímica en fase gaseosa,167el nivel de 
entendimiento de los procesos fotoquímicos que envuelven a los aerosoles acuosos es todavía 
muy bajo. Se ha propuesto93 que la radiación UV en aerosoles acuosos podría generar 
radicales libres o radicales aniónicos como H
.
, OH
.
, HO
.
2 , posibles responsables de la 
fotodegradación de otros compuestos orgánicos. En los aerosoles atmosféricos se han 
detectado miles de compuestos orgánicos simultáneamente en la misma partícula a través de 
espectrometría de masas.  168 Sin embargo, el análisis monomérico de  polímeros insolubles de 
cianuro indica que la radiación UV inhibe la diversidad orgánica en presencia de interfases 
aire-agua. Una posible explicación sería que la superficie de las gotas presentan un pH ácido 
154 que no favorece el proceso de polimerización del cianuro, además, la mayor concentración 
de radicales libres y aniónicos en la interfase aire-agua degradarían a la mayor parte de 
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moléculas orgánicas durante el proceso de polimerización del mismo. Otra plausible 
explicación pasaría por una alteración de la ruta de polimerización del cianuro debido al 
efecto “matriz” de las ineterfases o la mayor generación de compuestos orgánicos volátiles 
(VOCs) no analizados en nuestros experimentos. 
 Compuestos orgánicos volátiles: VOCs 
Muy poco se sabe acerca de la producción de compuestos volátiles a partir de la 
fotolisis de compuestos orgánicos en aerosoles acuosos. Un estudio reciente mostró la 
formación de varios compuestos orgánicos volátiles a partir de la fotolisis del octanol en 
aerosoles acuosos.  166 En otro trabajo, la irradiación de muestras de materia orgánica disuelta 
(DOM) en interfases aire-agua también genero una gran diversidad de compuestos orgánicos 
volátiles como alcoholes, aldehídos y cetonas.  169 Debido a las técnicas analíticas empleadas 
en nuestros ensayos experimentales no podemos afirmar que no se produjesen este tipo de 
compuestos. 
 Efecto “matriz” de las interfases aire-agua 
Hasta la fecha se desconocen los procesos mecanísticos presentes en los aerosoles 
acuosos pero se ha demostrado que los radicales hidroxilo son más estables en la interfase 
aire-agua.  117 Se entiende como efecto “matriz”  93 a  la capacidad de los aerosoles, u otros 
sistemas multifásicos como el hielo, de alterar los mecanismos químicos tradicionales, debido 
al cambio de densidad, viscosidad, coeficiente de difusión y solvatación en las regiones 
interfásicas.  Por ejemplo, en la fase acuosa se pueden producir reacciones de catálisis 
homogénea por las fuerza de solvatación del agua, sin embargo, en las interfases aire-agua, al 
estar presentes dos fases diferentes, las reacciones de catálisis podrían ser heterogéneas, 
alterando los mecanismos de reacción esperados. 
4.4.3.2 Efecto de la radiación UV en la síntesis del polímero soluble de cianuro en  
interfases aire-agua  
En los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de interfases aire-agua 
y amonio, la radiación UV inhibió la formación, en porcentaje relativo y diversidad 
monomérica, de aminoácidos, ácidos y N-heterociclos (experimentos 55) respecto a sus 
experimento control sin irradiar (experimentos 27) . La presencia de una disolución salina 
simulando el mar primitivo  (experimento 56) disminuyó drásticamente la formación de todos 
los monómeros. respecto a sus experimentos control sin irradiar (experimentos 31).   
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Sin embargo, en presencia de radiación UV, interfases aire-agua, agua Milli Q y sin 
ión amonio (experimento 57) se favoreció la producción relativa de aminoácidos, ácidos 
carboxílicos y N-heterociclos respecto a su experimento control sin irradiar (experimentos 
35). Al añadir una disolución salina que simula el mar primitivo (experimento 58) se inhibió 
la formación de cualquier monómero excepto la de ácido oxálico (c14). 
La presencia de una disolución salina en las interfases aire-agua disminuyó 
drásticamente la identificación de monómeros tanto en los polímeros insolubles como 
solubles de cianuro, quedando descartado el posible efecto catalítico de un núcleo sólido 
inorgánico propuesto por Lerman. 170 
Por tanto, la radiación UV disminuyó la diversidad monomérica en  ambos polímeros 
de cianuro. En líneas generales inhibió la síntesis de aminoácidos, ácidos carboxílicos y N-
heterociclos.  
4.4.4 Conclusiones 
La fotoquímica de las interfases aire-agua afecta notablemente al proceso de 
polimerización del cianuro, inhibiendo parcialmente la síntesis de moléculas orgánicas. La 
adición de ión amonio y/o una disolución salina simulando el mar primitivo disminuyó aún 
más la diversidad monomérica en los polímeros de cianuro sintetizados en presencia de 
radiación UV. 
No se puede descartar la formación de compuestos orgánicos volátiles (VOCs) en el 
sistema, lo que explicaría la menor cantidad de polímeros sintetizados y de moléculas 
detectadas.  
4.4.5 Materiales y métodos 
4.4.5.1.1 Polimerización de cianuro en interfase aire-agua en presencia de radiación 
UV 
Las reacciones de polimerización de cianuro se llevaron a cabo en disoluciones 
acuosas, como previamente se ha descrito,  34 utilizando como reactivos de partida NaCN y 
NH4 Cl  en concentraciones equimolares (1M) 
 35 o NaCN (1M) ajustando el pH de la 
disolución a 9,2 con HCl (37%) 32, 171 bajo diferentes condiciones ambientales : salinidad, 
presencia o ausencia de radiación UV e interfases acuosas (aerosoles). 
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Todo el material de vidrio usado a lo largo de los experimentos fue calentado a 400 ºC 
(horno Nebertherm L5 ) durante 2 horas para eliminar cualquier posible contaminante. 
Los aerosoles acuosos se prepararon (por triplicado), en matraces pera de 500 mL, 
bajo las condiciones experimentales  27, 31, 35, 39, 55, 56, 57 y 58. Para comparar el efecto 
de la salinidad se prepararon disoluciones acuosas utilizando agua ultrapura (Milli Q) o una 
disolución salina que simula el mar primitivo 90, 152 con la siguiente composición : 0,63 M 
NaCl, 0,18 M MgCl2 , 0,015 M CaCl2 , 0,015 M KCl y 0,02M NaHCO3. El volumen final de 
reacción fue 5 mL. El ciclo burbuja-aerosol-gota se generó en el interior del matraz utilizando 
un dispositivo ultrasónico (BONECO modelo 7035) a 1,8 MHz y 33W. Este sistema se 
mantuvo a temperatura constante (38 ºC) con el aerosol activo durante 3 días bajo atmósfera 
inerte (nitrógeno de pureza 99,9 %, Praxair). Previamente se burbujeo N2 en el agua y 
disolución salina para eliminar cualquier traza residual de O2 . Se extrajo el aire mediante la 
técnica de Schlenk. 
Transcurrido el tiempo de reacción, se midió el pH de las reacciones resultantes. Los 
crudos de reacción se centrifugaron y liofilizaron como anteriormente se ha descrito . Las 
muestras secas se almacenaron bajo atmósfera inerte a -80 ºC hasta su posterior análisis. En 
los experimentos irradiados (55 - 58)  se utilizó una lámpara de vapor de Hg Spectroline 
11SC-1. Esta lámpara emite fotones correspondientes con las líneas de emisión de Hg 
centradas en la longitud de onda (253,7 ± 10) nm con un flujo estimado de 5,8 x 10 14 fotones 
cm -2 s-1  desde 1 cm de la superficie de la lámpara y  a  una longitud de onda centrada a (185 
± 5) nm que constituye aproximadamente el 5% de la emisión UVC. El espectro de 
irradiación de la lámpara muestra pequeños picos en la región UV-cercano y en el visible. En 
todos los casos las reacciones se irradiaron durante 72 h. Después de ese periodo se 
desconectó la lámpara y se midió el pH de las reacciones resultantes. Las crudos de reacción 
se centrifugaron como anteriormente se ha descrito. Se separaron los polímeros solubles e 
insolubles como se detalla en sección 4.3.6.1.1 Gas Chromatography-Mass Spectrometry 
(GC-MS). Se almacenaron las muestras secas bajo atmósfera inerte a -80 ºC hasta su posterior 
análisis. 
Se realizó el análisis mediante GC-MS como queda descrito en la sección 4.3.6.1.1 
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS).   
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4.5 PAPEL DE LAS INTERFASES HIELO-AGUA EN LA FORMACIÓN DE 
MOLÉCULAS POLARES  
4.5.1 Introducción 
La congelación del agua oceánica es un proceso complejo. Durante el proceso de 
nucleación del hielo se van formando cristales hexagonales (Ih) rodeados de una monocapa de 
agua líquida, excluyendo el resto de solutos en disolución, aumentando así su concentración. 
La matriz hielo-agua, a temperaturas por debajo de 0 ºC, puede mantener una fase liquida 
donde solutos y sales se concentran hasta formar soluciones eutécticas. En el caso del hielo 
marino la concentración de sal pasa del 3,5 % al 25% 105 en los canales intersticiales. Los 
solutos excluidos siempre alcanzan la misma concentración molal final, dependiendo de la 
temperatura final alcanzada 172  pero no de la concentración inicial del soluto.  
Deville y colaboradores 173 propusieron un modelo de reactor prebiótico basado en un 
sistema de tres fases consistente en cristales de hielo sin sal rodeados de una capa similar a 
una membrana, salmueras altamente concentradas, burbujas de gases atmosféricos y cristales 
salinos (Figura 7). Los gradientes de temperatura alcanzarían hasta 10ºC/h y 10ºC/m, 
causando una fuerte agitación de las salmueras, fuertes gradientes de pH, potenciales 
eléctricos y fisicoquímicos. Así la matriz hielo-agua parece un plausible reactor prebiótico a 
tener en cuenta en el escenario de la evolución química en la Tierra primitiva. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Modelo de reactor prebiótico en la matriz hielo-agua propuesto por Trinks 105 y 
modificado por Deville. 173 
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Durante los ciclos de congelación-fusión, los gradientes de temperatura y cambios en 
la densidad del agua provocan gradientes de presión y potencial a lo largo de los canales 
establecidos, con variaciones de hasta tres unidades de pH,  174 50 mV 175 y cambios en la 
constante dieléctrica del agua (ε 3,3 a -10 ºC y 88 a 0ºC). 176 Si a esto añadimos que la 
superficie del hielo presenta ciertas propiedades catalíticas,  177 tales características dotan de 
un especial interés a la matriz hielo-agua como posible reactor prebiótico implicado en la 
aparición de la vida. 
Los cambios de pH y constante dieléctrica a lo largo de los canales permiten separar 
moléculas orgánicas simulando una cromatografía, donde el hielo actuaría como fase 
estacionaria y la salmuera como fase móvil. 178 Para que se produjese la síntesis de 
macroestructuras monoméricas en las primeras etapas de la vida sería necesario mantener 
separadas unas moléculas orgánicas de otras, ya que algunos compuestos inhiben la síntesis 
de otros.  179 Las medidas del potencial Z (diferencia de potencial eléctrico entre la salmuera y 
el agua líquida unida a los cristales de hielo) muestra que las propiedades interfaciales de la 
matriz hielo-agua son similares a los de los sólidos hidrofóbicos y no iogénicos, como el 
diamante o los hidrocarburos.  180 Estas propiedades podrían ser esenciales para formular un 
modelo de concentración por congelación que explique la química prebiótica observada en la 
matriz hielo-agua simulando la compartimentalización biológica. De tal forma la matriz hielo-
agua facilitaría la formación de macromoléculas, por una lado alejando unas moléculas de 
otras por sus propiedades cromatográficas y por otro simulando una compartimentalización 
primitiva.   
Todas estas propiedades de la interfase hielo-agua convierten a los hielos marinos, a 
las temperaturas en las que se forman las salmueras, en reactores prebióticos potenciales para 
el establecimiento de  sistemas protometabólicos en la Tierra primitiva. En este capitulo 
vamos a investigar los efectos de la matriz hielo-agua sobre la química del cianuro en la 
producción de moléculas orgánicas polares identificadas mediante GC-MS.  
4.5.2 Resultados 
Los polímeros de cianuro se sintetizaron a partir de cantidades equimolares de NaCN 
y NH4Cl (1M, 50 mL) bajo las condiciones experimentales que se detallan en la sección 4.5.5 
Materiales y métodos. Los experimentos control a 4 ºC (experimentos 3, 6, 9, 12), a -25 ºC 
(51 y 54) y los experimentos en interfase hielo-agua utilizando rapas de temperatura entre 4 y 
-25 ºC (49, 50, 52, 53) se prepararon bajo las condiciones experimentales indicadas en la 
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Tabla 7. Una vez finalizado el tiempo de reacción se midió el pH y se separaron los 
polímeros  insolubles mediante centrifugación. Los sobrenadantes se concentraron utilizando 
centricones de 3kDa para aislar los polímeros solubles. Los polímeros así obtenidos se 
analizaron por GC-MS. 
4.5.2.1 Estudio comparativo en función de las condiciones de reacción 
En todos los experimentos indicados el tiempo de reacción fue de 30 días. 
Transcurrido éste, las disoluciones de los experimentos realizados a temperatura constante de 
4 ºC (experimentos 3, 6, 9 y 12) mostraban una coloración marrón con precipitado negro, las 
disoluciones mantenidas bajo ciclos congelación-fusión se mantuvieron amarillas-
marronáceas con precipitado negro (experimentos 49, 50, 52 y 53) y en los experimentos 
realizados a temperatura constante de -25 ºC no se observó reacción aparente (experimentos 
51 y 54). El pH final de cada reacción, la cantidad de polímero insoluble obtenido y el 
porcentaje de polímero soluble quedan recogidos en la Tabla 7. 
Tabla 7. Condiciones experimentales, pH, peso de los polímeros insolubles y porcentaje de los 
polímeros solubles obtenidos en la preparación de polímeros de cianuro en presencia de  interfases 
hielo-agua. 
Experimento T 
(°C)[a] 
Simulación 
 mar [b]  
 
O2 
[c] 
Hielo/ 
agua[d]  
 
pH Polímero  
insoluble  (mg) 
% polímero 
soluble[e] 
3 4 - + - 9,6 40,5 75 
6 4 + + - 9,5
2 
112 83 
9 4 - - - 9,5
9 
9 21 
12 4 + - - 9,5
3 
25,5 2 
49 -25 - + + 9,6 12,8 0,5 
50 -25 - - + 9,9 6 6 
51 -25 - + - 9,3
3 
nr nr 
52 -25 + + + 9,5
1 
20,2 37.01 
53 -25 + - + 9,3
2 
3,3 35,7 
54 -25 + + - 9,3
2 
nr nr 
 [a] T: temperatura de la reacción; [b] Disolución salina simulando el mar primitivo (+) o agua Milli 
Q (-); [c] En presencia de O2 atmosférico (+) o en atmósfera inerte (-); [d] En procesos de congelación-
fusión (+)(con la siguiente variación de temperatura : 2 horas a - 25 °C, ascendiendo hasta 4 °C a 0.1 
°C min -1 y 2 horas a 4 °C) o sin procesos de congelación-fusión (-); [e] % relativo en peso de polímero 
soluble respecto al sobrenadante obtenido; nr, no se produjo reacción aparente de polimerización en el 
tiempo establecido. 
Se observó formación de polímero insoluble en presencia de la matriz hielo-agua 
(experimentos 49, 50, 52 y 53) respecto a sus experimentos control a -25 ºC (experimentos 51 
y 54), en los que no se observo reacción aparente. Se observó mayor formación de polímero 
insoluble en los experimentos llevados a cabo a temperatura constante de 4 ºC (experimentos 
3, 9, 6, y 12) frente a los experimentos llevados a cabo en presencia de la matriz hielo-agua 
(experimentos 49, 50, 52 y 53). La presencia de una disolución salina (experimentos 6, 12 y 
52) favoreció la formación, en peso, del polímero insoluble de cianuro, excepto en presencia 
de atmósfera inerte y presencia de ciclos congelación-fusión (experimento 53). La presencia 
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de O2, como en otros estudios, 
 124 pareció incrementar la cantidad formada de polímero 
insoluble, independientemente del resto de condiciones. 
En cuanto a la formación del polímero soluble, el porcentaje formado fue menor en los 
experimentos llevados a cabo en presencia de interfases hielo-agua (experimentos 49, 50, 52 y 
53) frente a sus respectivos experimentos control a temperatura constante de 4 ºC 
(experimentos 3, 9, 6, y 12). El porcentaje relativo formado del polímero soluble aumentó en 
presencia de O2 (experimentos 3, 6 y 52). De forma  similar, en presencia de una disolución 
salina simulando el mar primitivo, aumentó el porcentaje relativo del polímero soluble. 
Por tanto, según los datos recogidos en la Tabla 7 la síntesis de polímero soluble e 
insoluble de cianuro se vio favorecida por el incremento de temperatura, presencia de oxígeno 
y disolución salina simulando el mar primitivo. 
4.5.2.2  Análisis del polímero insoluble 
Para identificar las moléculas orgánicas de interés biológico, como aminoácidos, bases 
nitrogenadas y ácidos carboxílicos, los polímeros insolubles fueron analizados mediante GC-
MS como se describe en la sección 4.3.6.1.1 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-
MS). Los resultados del análisis monomérico cualitativo de los polímeros de cianuro 
insolubles se muestra en la Tabla 8. 
En la mayoría de los casos se identificaron mayor número de aminoácidos en los 
experimentos llevados a cabo a 4 ºC, frente a los producidos bajo ciclos congelación-fusión. 
Sin embargo, sorprende el hecho de que se identifiquen más aminoácidos en el polímero 
insoluble sintetizado en presencia de interfase hielo-agua, disolución salina y presencia de O2 
atmosférico (experimento 52) frente a su respectivo experimento control a 4 ºC (experimento 
6). En los polímeros insolubles sintetizados en presencia de interfases hielo-agua y atmósfera 
inerte (experimentos 50 y 53) sólo se identificó glicina (a1). Como en el caso de los 
aminoácidos, en líneas generales, se identificaron mayor número de ácidos en los 
experimentos llevados cabo a 4 ºC, frente a los realizados bajo ciclos congelación-fusión. Sin 
embargo, vuelve a sorprender el hecho de que se identifiquen más ácidos carboxílicos en el 
polímero insoluble sintetizado en presencia de interfases hielo-agua, disolución salina y 
presencia de O2 (experimento 52) frente a su respectivo experimento control (experimento 6) 
a 4 ºC. Se identificó menor número de  N-heterociclos en los polímeros insolubles sujetos a 
ciclos congelación-fusión (experimentos 49, 50, 52 y 53) que en sus respectivos experimentos 
control a 4 ºC (experimentos 3, 6, 9 y 12).  
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En resumen, i) se identificaron menor número de monómeros en los polímeros 
insolubles de cianuro sintetizados en presencia de interfase hielo-agua frente a sus respectivos 
experimentos control a 4ºC, ii) la presencia de O2 atmosférico y una disolución simulando el 
mar primitivo incrementó, en la interfase hielo-agua, la diversidad de aminoácidos y ácidos 
carboxílicos, inhibiendo la formación de N-heterociclos, en comparación con sus respectivos 
experimentos  control a 4 ºC. 
 Tabla 8. Compuestos polares identificados mediante GC-MS en los polímeros insolubles de 
cianuro, obtenidos en presencia de  interfases hielo-agua, tras hidrólisis ácida. Los ácidos pirúvico y 
glioxílico fueron detectados como sus correspondientes oximas. 
 
  
 Formula Condiciones experimentales 
AMINOÁCIDOS  3 6 9 12 49 50 52 53 
Glicina (a1) C2H5NO2 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
Ácido aminomalónico  (a2) C3H5NO4 ✓ ✓ ✓  ✓  ✓  
Alanina (a3) C3H7NO2 ✓  ✓      
β-Alanina (a4) C3H7NO2 ✓   ✓   ✓  
Isoserina (a6) C3H7NO3       ✓  
Ácido aspártico (a7) C4H7NO4 ✓ ✓ ✓    ✓  
Leucina (a14) C6H13NO2 ✓     ✓ ✓  
HIDROXIÁCIDOS          
Ácido glicólico  (c1) C2H4O3 ✓ ✓ ✓ ✓  ✓ ✓  
Ácido 2,2-dihidroxiacético  (c2) C2H4O4      ✓ ✓  
Ácido 2-hidroximalónico (c3) C3H4O5 ✓        
Ácido 2,2-dihidroximalónico (c4) C3H4O6    ✓  ✓ ✓  
Ácido láctico  (c5) C3H6O3 ✓  ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
Ácido 3-hidroxipropanoico (c6) C3H6O3       ✓  
Ácido málico  (c7) C4H6O5 ✓  ✓ ✓   ✓  
CETO ACIDOS          
Ácido glioxílico (c9) C2H2O3     ✓    
Ácido pirúvico (c10) C3H4O3   ✓ ✓   ✓  
Ácido levúlico (c12) C5H8O3       ✓  
ÁCIDOS DICARBOXÍLICOS          
Ácido oxálico  (c13) C2H2O4 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓  
Ácido malónico  (c14) C3H4O4 ✓    ✓    
Ácido succínico (c16) C4H6O4 ✓ ✓ ✓  ✓ ✓ ✓  
HIDANTOINAS          
5-Hidroxihidantoina (h2) C3H4N2O3  ✓ ✓ ✓  ✓ ✓  
Ácido aloxanoico (h3) C4H4N2O4   ✓      
TRIAZINAS          
Ácido cianúrico (h4) C3H3N3O3  ✓ ✓ ✓     
PIRIMIDINAS          
Dihidrouracilo (h6) C4H6N2O2 ✓ ✓       
2,4,5-trihidroxipirimidina (h7) C4H4N2O3 ✓ ✓ ✓ ✓     
5-aminouracilo (h8) C4H5N3O2 ✓  ✓      
Ácido orótico (h9) C5H4N2O4 ✓  ✓ ✓     
PURINAS          
Xantina (h10) C5H4N4O2 ✓  ✓ ✓     
Adenina (h12) C5H5N5 ✓ ✓ ✓ ✓     
Guanina (h13) C5H5N5O ✓  ✓ ✓     
2,6-diaminopurina (h15) C5H6N6         
PTERIDINAS          
2,4,7-trihidroxipteridina (h16) C6H4N4O3 ✓  ✓ ✓     
Isoxantopterina (h18) C6H5N5O2    ✓     
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4.5.2.3 Análisis de los polímeros solubles de cianuro.  
Los polímeros solubles de cianuro se estudiaron de forma análoga a sus 
correspondientes polímeros insolubles mediante GC-MS tras hidrólisis ácida. Los monómeros 
mayoritarios identificados fueron ácido oxálico y glicina, excepto en el caso de los 
experimentos llevados a cabo en presencia de soluciones salinas y ciclos congelación fusión, 
donde no se identificó ningún compuesto excepto ácido oxálico. 
El análisis monomérico semicuantitativo de los polímeros de cianuro solubles se 
muestra en la Tabla 9. La glicina (a1) fue el aminoácido mayoritario en todos los casos. 
Alanina (a3), β-alanina (a4) y ácido 2-aminobutírico (a9) solo se identificaron en los 
polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de la matriz hielo-agua (experimentos 
49 y 50) y no en sus respectivos experimentos control a 4 ºC (experimentos 3 y 9). El ácido 
aminomalónico (a2) solo se observó en los polímeros solubles sintetizados en presencia de 
O2. Se identificó mayor porcentaje relativo de aminoácidos y ácidos carboxílicos en los 
polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de interfases hielo-agua 
(experimentos 49 y 50) frente a sus respectivos experimentos control a 4 ºC (experimentos 3 y 
9). Sin embargo, la presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo disminuyó 
drásticamente la identificación de aminoácidos en todos los casos (experimentos 6, 12, 52 y 
53). La diversidad monomérica en ácidos carboxílicos, como en los polímeros insolubles de 
cianuro, fue mayor en los experimentos llevados a cabo a 4 ºC (experimentos 3 y 9). La 
presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo disminuyó drásticamente la 
identificación de ácidos carboxílicos en todos los casos (experimentos 6, 12, 52 y 53). Se 
identificó mayor porcentaje relativo de N-heterociclos, pero menor diversidad, en los 
polímeros solubles de cianuro sintetizados en interfase hielo-agua (experimentos 49 y 50) 
frente a sus respectivos controles a 4 ºC (experimentos 3 y 9). La presencia de una disolución 
salina simulando el mar primitivo disminuyó de nuevo la identificación de N-heterociclos en 
presencia de interfases hielo-agua (experimentos 52 y 53). Algunos N-heterociclos sólo se 
identificaron en una condición experimental en particular. Sólo se identificó ácido aloxanoico 
(h3) en el polímero soluble sintetizado a temperatura constante de 4 ºC y presencia de O2 
(experimento 3) y uracilo (h5) y leucopterina (h19) en el polímero soluble sintetizado en 
presencia de interfase hielo-agua y atmosfera inerte (experimento 50). Sorprende que, bajo 
estas condiciones experimentales, el porcentaje identificado de N-heterociclos en el polímero 
soluble sea diez veces mayor (hasta 27,9 %) en comparación con el resto de condiciones 
experimentales.  
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 Tabla 9. Análisis semicuantitativo de compuestos polares identificados mediante GC-MS en 
los polímeros solubles de cianuro, obtenidos en presencia de interfases hielo-agua, tras hidrólisis 
ácida. El ácido pirúvico fue  detectado como su correspondiente oxima. t: trazas. 
*Las cantidades mostradas en la tabla 9 corresponden al análisis semicuantitativo de las 
muestras. El porcentaje mostrado en esta tabla corresponde al porcentaje relativo en peso de los 
compuestos polares analizados. Por ejemplo, para el porcentaje de glicina se realizo una curva 
standard de glicina y se calcularon los mg de glicina por mg de muestra analizada [% relativo glicina 
=(mg glicina/mg polímero soluble)*100]. Para el análisis semicuantitativo del resto de compuestos 
polares se siguió el mismo procedimiento con la curva estándar de glicina. Se seleccionaron dos 
decimales debido al bajo porcentaje relativo de algunos compuestos. 
  
 Formula Condiciones experimentales 
AMINOÁCIDOS  3 6 9 12 49 50 52 53 
Glicina (a1) C2H5NO2 6,84 0,09 5,24 1,02 7,66 6,95   
Ácido aminomalónico (a2) C3H5NO4 0,13    0,29    
Alanina (a3) C3H7NO2      t   
β-Alanina (a4) C3H7NO2     0,04 0,13   
Isoserina (a6) C3H7NO3 0,09  0,01   0,11   
Ácido aspártico (a7) C4H7NO4 0,18  0,1   0,19   
Ácido 2-Aminobutirico  (a9) C4H9NO2     0,13    
Total detectado  7,24 0,09 5,35 1,02 8,13 7,38   
HIDROXIACIDOS          
Ácido glicólico  (c1) C2H4O3 0,29 0,06 0,25 0,15 0,57 0,86   
Ácido 2,2-dihydroxiacético  (c2) C2H4O4     0,27    
Ácido 2,2-dihydroximalónico (c4) C3H4O6   0,14      
Ácido láctico  (c5) C3H6O3 0,2 0,08 0,07 0,07  0,11   
Ácido 3-hydroxipropanoico (c6) C3H6O3 0,09 0,02  0,1     
Ácido málico  (c7) C4H6O5 t  0,03  0,13 0,1   
CETO ACIDOS          
Ácido pirúvico (c10) C3H4O3 t  0,02  0,11    
Ácido cetoisovalérico (c11) C5H8O3      0,05   
ÁCIDOS DICARBOXÍLICOS          
Ácido oxálico  (c13) C2H2O4 4,32 0,02 2,85 0,28 8,47 6,09 0,13 0,09 
Ácido malónico  (c14) C3H4O4 0,04        
Ácido succínico (c16) C4H6O4 0,41 0,05 0,08 0,08 0,54    
Total detectado  5,35 0,23 3,44 0,68 10,09 7,21 0,13 0,09 
HIDANTOINAS          
Ácido parabánico (h1) C3H2N2O3 0,11  0,18 0,03  0,21   
5-Hidroxihidantoina (h2) C3H4N2O3 0,22 0,03 0,08 0,11 0,13 0,16   
Ácido aloxanoico (h3) C4H4N2O4 0,02        
TRIAZINAS          
Ácido cianúrico (h4) C3H3N3O3    0,11  10,37   
PIRIMIDINAS          
Uracilo (h5) C4H4N2O2      0,05   
Dihidrouracilo (h6) C4H6N2O2 0,02        
2,4,5-trihidroxipirimidina (h7) C4H4N2O3 0,1 0,07 0,06      
5-aminouracilo (h8) C4H5N3O2  0,16   1,09    
Ácido orótico (h9) C5H4N2O4 0,07     0,47   
Total detectado  0,54 0,25 0,32 0,25 1,22 11,27   
PURINAS          
Hipoxantina (h11) C5H4N4O 0,02     4   
Xantina (h10) C5H4N4O2 0,22   0,06  4   
Adenina (h12) C5H5N5 0,34  0,17 0,08 0,34 1,41   
Guanina (h13) C5H5N5O 0,56  0,26 0,04 0,83 2,59   
8-hidroxiadenine (h14) C5H5N5O 0,04  0,03   0,35   
Total detectado  1,18  0,46 0,18 1,17 12,35   
PTERIDINAS          
2,4,7-trihidroxipteridina (h16) C6H4N4O3 0,39  0,27 0,01  3,45   
2,4,6,7-tetrahidroxipteridina (h17) C6H4N4O4   t   0,57   
Isoxantopterina (h18) C6H5N5O2 0,11  0,07 0,06     
Leucopterina (h19) C6H5N5O3      0,26   
Total detectado  0,5  0,34 0,07  4,29   
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En resumen, los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de  interfases 
hielo-agua presentaron mayores porcentajes relativos de aminoácidos, ácidos carboxílicos y 
N-heterociclos en comparación con sus respectivos experimentos control a temperatura 
constante de 4 ºC. La diversidad monómerica en los polímero solubles de cianuro sintetizados 
en presencia de interfases hielo-agua fue similar a la identificada en los polímeros solubles de 
cianuro sintetizados a temperatura contante de 4 ºC. La presencia de una disolución salina 
simulando el mar primitivo en los experimentos realizados en presencia de interfases hielo-
agua redujo notablemente la diversidad monomérica y porcentaje relativo en todos los grupos 
de monómeros.  
4.5.3 Discusión de los resultados 
Los ratios de formación de adenina se han usado bibliográficamente como control de 
polimerización de cianuro. Así, Miyakawa y colaboradores 119detectaron mayores porcentajes 
de adenina en el sobrenadante de polimerización, tras hidrólisis, de una disolución eutéctica 
(9,4 x 10-3 %, NH4CN, 0,1 M, -20 ºC, 3 meses) frente a la reacción llevada a cabo a 
temperatura ambiente (6,2 x 10 -4 % NH4CN, 0,1 M, RT, 2 meses). Entendiéndose, por 
disolución eutéctica de cianuro, la disolución del mismo y sus sales en agua y posterior 
enfriamiento hasta el punto eutéctico,  41 donde el agua se congela en su fase sólida pura 
excluyendo y concentrando el resto de solutos. 
 Nuestros resultados, de forma similar, muestran que, en ausencia de O2, la interfase 
hielo-agua favorece la síntesis en porcentaje relativo de adenina tras hidrólisis del polímero 
soluble (1,41%), frente a los experimentos a 4 ºC (0,17%) y temperatura ambiente (0,46%). 
Los ratios obtenidos en nuestros experimentos no son comparables de forma absoluta a los 
publicados, ya que nuestros análisis se realizaron en los polímeros solubles >3 kDa  y los 
publicados sobre las “mezclas oligoméricas”, entendiéndose bibliográficamente por “mezcla 
oligomérica” el sobrenadante cromatografiado 113 resultante de la polimerización de cianuro. 
Además los reactivos, concentraciones de partida y métodos analíticos son diferentes. Pero se 
pueden usar con fines comparativos del efecto de las interfases hielo-agua en la 
polimerización de cianuro. En la Tabla 10 se resumen los compuestos orgánicos detectados 
en las “mezclas oligoméricas” de polimerización de cianuro en condiciones eutécticas. Como 
puede observarse, concentraciones diluidas de HCN generan purinas, pirimidinas y 
aminoácidos. En nuestros experimentos no se detectaron 5-hidroxiuracilo ni 4,5-
dihidroxipirimidina en los polímeros solubles e insolubles de cianuro. Sin embargo 
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detectamos ácidos carboxílicos, hidantoínas, triazinas y pteridinas en los productos 
hidrolizados del proceso de polimerización del cianuro en interfase hielo-agua. 
Tabla 10. Rendimientos de purinas, pirimidinas y aminoácidos detectados en los productos de 
hidrólisis de “mezclas oligoméricas” de cianuro sintetizados bajo condiciones eutécticas. 
* El pH se ajustó a 9,2 con NH3 
 
4.5.3.1.1 Efecto de la matriz hielo-agua 
Considerando los polímeros solubles de cianuro sintetizados en agua pura a 
temperatura constante de 4 ºC o en presencia de la matriz hielo-agua, podemos decir que, el 
porcentaje relativo identificado de cada grupo de monómeros es mayor en aquellos polímeros 
sintetizados en presencia de interfase hielo-agua frente a sus respectivos experimento control 
a 4 ºC. En la Figura 9 puede observarse que el porcentaje relativo de aminoácidos y ácidos 
carboxílicos detectados en presencia de oxígeno es mayor cuando la reacción se llevó a cabo 
en presencia de la matriz hielo-agua (49) frente  a su respectivo experimento control a 4 ºC 
(3). En ausencia de oxígeno la detección de N-heterociclos en los polímeros solubles de 
cianuro ascendió hasta un 27% en presencia de la interfase hielo-agua (experimento 50) frente  
1,2% en los experimentos llevados  a cabo a temperatura constante de  4 ºC (experimento 9). 
Como las pirimidinas son mas estables a bajas temperaturas, los ratios obtenidos de las 
Compuestos Condiciones 
%Detectado 
 (x10-3) 
Referencia 
Adenina (h12) HCN 0,01 M pH 9,2* , -2ºC, 98 días, 
hidrólisis en HCl 5M, 18 h a 100 ºC 
4,00 33 
Adenina (h12) HCN 0,01 M  gliconitrilo  pH 9,2*, -2ºC, 60 días, 
hidrólisis en HCl 5M, 18 h a 100 ºC 
20,00 33 
Adenina (h12) NaCN+NH4Cl 0,1 M, -20 ºC, 2 meses, 
hidrólisis en HCl 6N, 24 h a 100 ºC 
0,50 181  
Guanina (h13) 
Glicina 
Alanina 
Ácido aspártico 
0,10 
570 
1 
0,05 
181  
Adenina (h12) HCN 0,1 M, pH 9,2*  -20 ºC, 25 años, 
hidrólisis en HCl 6N, 24 h a 100 ºC 
38, 0 181 
Guanina (h13) 3,50 181 
Adenina (h12) 
HCN 0,1 M, pH 9,2* , -78 ºC, 27 años, 
hidrólisis en HCl 6N, 24 h a 100 ºC 
29,00 119 
Guanina (h13) 6,70 
Hipoxantina (h11) 4,10 
Xantina (h10) 22,00 
Uracilo (h5) 0,30 
5-Aminouracilo (h8) 5,80 
5-Hidroxiuracilo  15,00 
Ácido orótico (h9) 2,50 
4,5-dihidroxipirimidina 650,00 
Adenina (h12) HCN 10 -3 M, pH 9,2*, -20 ºC, 3 meses, 
hidrólisis en HCl 6N, 24 h a 100 ºC 
4,20 119 
Glicina (a1) 
HCN 0,1 M, pH 9,2*, -78 ºC, 25 años, 
hidrólisis en HCl 6N, 24 h a 100 ºC 
1500,00 42 
Alanina (a3) 9,00 
Ácido aspártico (a7) 20,00 
Glicina (a1) HCN 0,1 M, pH 9,2*, -20 ºC , 25 años, 
hidrólisis en HCl 6N, 24 h a 100 ºC 
 
 
1300,00 42 
Alanina (a3) 8,00 
Ácido aspártico (a7) 20,00 
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mismas son mayores en los polímeros sintetizados en presencia de interfases hielo-agua, 
hecho que concuerda con las sugerencias de Cleaves et al. 182 
 
Figura 8. Porcentaje relativo de aminoácidos, ácidos carboxílicos y N-heterociclos detectados 
mediante GC-MS en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en agua, tras hidrólisis ácida.  
 
Uracilo (h5) y leucopterina (h19) sólo se identificaron en el experimento llevado a 
cabo en presencia de interfases hielo-agua y ausencia de O2 (experimento 50). Algunos 
aminoácidos, como alanina (a3), β-Alanina (a4) y ácido 2-aminobutírico (a9), sólo se 
detectaron bajo estas condiciones. Contrariamente a como indicaban otros autores, 42 parece 
que la presencia de interfase hielo-agua favorezca la síntesis de estos compuestos en los 
polímeros solubles de cianuro frente a las síntesis llevadas a cabo a 4ºC. 
4.5.3.1.2 Efecto de las soluciones salinas en la matriz hielo-agua 
Como apuntaban algunos autores,, 119, 172, 182 la presencia de solutos inorgánicos, al 
disminuir el punto eutéctico, podría aumentar el volumen de agua intersticial, diluyendo los 
reactivos de partida y disminuyendo el efecto concentrador de la matriz hielo-agua. Sin 
embargo, otros autores 183, 184 han demostrado que altas concentraciones de NaCl favorecerían 
la condensación de aminoácidos en péptidos a través de lo que denotaron “formación del 
enlace peptídico inducida por sal”, pero estos experimentos se llevaron a cabo a 80 ºC, reflujo 
y presencia de otros catalizadores como cobre. Cleaves y colaboradores 182 no llegaron a 
ninguna conclusión acerca del efecto del NaCl en el proceso de polimerización del 
cianoacetileno en soluciones eutécticas. En el caso de la polimerización de cianuro en la 
interfase hielo-agua, se observan efectos diferentes en los polímeros solubles e insolubles de 
cianuro.  
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El efecto de las sales sobre la síntesis de los polímeros solubles en matriz hielo-agua 
parece contradictorio. Apenas se identifican monómeros en los polímeros solubles 
sintetizados en presencia de disolución salina y ciclos congelación-fusión, sin embargo el 
porcentaje en peso de polímero soluble obtenido es mayor en presencia de una disolución 
salina, frente a los polímeros solubles sintetizados en ciclos congelación-fusión en agua pura. 
Parece que se produce una disminución en la diversidad de moléculas orgánicas en los 
polímeros solubles, pero un aumento del rendimiento total en peso. El efecto de una 
disolución salina sobre la síntesis de los polímeros insolubles en matriz hielo-agua es similar 
en algunos aspectos. En presencia de O2 atmosférico y solución salina, el peso total de 
polímero insoluble es el mayor de todas las reacciones llevadas a cabo bajo ciclos 
congelación-fusión. La síntesis de aminoácidos y ácidos parece verse favorecida, pero 
disminuye la de N-heterociclos, en comparación con su respectivo control en interfase hielo-
agua sin disolución salina.  
4.5.3.1.3 Efecto del oxígeno en la matriz hielo-agua 
El efecto del oxígeno en los procesos de polimerización de cianuro ha sido discutido 
escasamente en la literatura. Völker sugiere que el proceso de polimerización del cianuro es 
un proceso aniónico que no esta influenciado por la presencia de oxígeno.  185 Ferris en 1973 
concluyó que el proceso de polimerización parece no verse afectado 186 por la presencia de 
oxígeno aunque en 1978, en un trabajo posterior,  114 propuso que, en presencia de O2, los 
rendimientos de especies oxidadas como el ácido oxálico y urea aumentarían en detrimento de 
especies reducidas como las purinas, pirimidinas y aminoácidos, excepto la glicina, Esquema 
11. Todo ello en las “mezclas oligoméricas“ del proceso de polimerización del cianuro. 
En nuestros experimentos llevados a cabo a diversas temperaturas se observaron 
diferentes efectos por parte de la presencia de O2 en los polímeros solubles, 
 187 de la misma 
forma, en la interfase hielo-agua el O2 parece influir en el mecanismo de polimerización del 
cianuro. En la matriz hielo-agua el rendimiento en ácido oxálico en el polímero soluble es 
mayor en presencia de O2 (8,47%  en el experimento 49 frente a 6,9% en el experimento 50). 
De hecho, el rendimiento total en ácidos alcanza el 10,09 % en peso en el experimento 49 
frente al 7,16% en el experimento 50. Las especies reducidas, como purinas, pirimidinas y 
otros N-heterociclos, disminuyeron drásticamente, pasando de 27,91% en el experimento 50 a 
2,39% en peso en presencia de O2 (experimento 49). Estos resultados concuerdan con la 
hipótesis planteada por Ferris 114 (Esquema 11). Como propuso Ferris,  114 en presencia de 
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O2, el DAMN se oxidaría a DISN, como muestra el Esquema 11 y tras posterior hidrólisis 
daría lugar a un mayor porcentaje de productos oxidados como el ácido oxálico. 
Una posible explicación del efecto del O2 en la matriz hielo-agua sería la propuesta 
por Graham y colaboradores.  177 La superficie del hielo tiene propiedades catalíticas, al 
aumentar el ratio superficial mediante la formación de interfases hielo-agua, las burbujas de 
O2 atmosférico quedarían atrapadas entre los canales intersticiales,
 105 aumentando la 
superficie de contacto entre los oligómeros y el O2 , en lo que Attwater y colaboradores 
103 
denotan “compartimentalización cuasicelular”. Sería plausible que se produjese un aumento 
de especies oxidadas por la reacción de los oligómeros con el O2 atmosférico.  
 
Esquema 11. Esquema del efecto del O2 en el proceso de polimerización del cianuro 
propuesto por Ferris.  114  
En cuanto a los polímeros insolubles, se identificó mayor diversidad en los 
sintetizados en presencia de O2 , disolución salina e interfases hielo-agua (experimento 52) 
frente a su respectivo experimento control en atmósfera inerte (experimento 53). 
4.5.3.1.4  Posible aparición de la vida en la matriz hielo-agua 
A través de nuestros experimentos hemos sido capaces de demostrar que la matriz 
hielo-agua favorece el proceso de polimerización del cianuro frente a sus respectivos 
controles a -25 ºC. Pese a que la cantidad total en peso de polímero soluble e insoluble sea 
menor en presencia de los ciclos congelación-fusión frente a sus respectivos experimentos 
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control a 4ºC, debido al efecto catalítico de la Tª, el porcentaje relativo detectado de cada 
grupo de monómeros en los polímeros solubles sintetizados en interfase hielo-agua supera a 
los experimentos control. 
A partir de un único reactivo prebiótico, en un medio helado, sujeto a variaciones 
térmicas con procesos de congelación y descongelación, se han identificado 17 compuestos 
diferentes en el polímero insoluble de cianuro 52 tras hidrólisis ácida y 23 compuestos 
diferentes en el polímero soluble 50 tras hidrólisis ácida. 
Algunos autores 100  proponen que los gradientes fisicoquímicos establecidos durante 
los ciclos congelación-fusión podrían alterar la termodinámica de las reacciones de síntesis de 
compuestos prebióticos, lo que explicaría la mayor diversidad monomérica encontrada en 
nuestros experimentos. 
4.5.4 Conclusiones 
El porcentaje relativo de aminoácidos, ácidos carboxílicos y N-heterociclos es mayor 
en los polímeros solubles sintetizados en presencia de interfases hielo-agua frente a sus 
respectivos experimentos control a 4 ºC. 
Sólo en los polímeros solubles sintetizados en presencia de interfases hielo-agua y 
ausencia de O2 se ha identificado uracilo (h5), leucopterina (h19) , alanina (a3), β-alanina (a4) 
y ácido 2-aminobutírico (a9).  
Se ha demostrado que la matriz hielo-agua es un mecanismo potencial para aumentar 
la diversidad monomérica obtenida a partir de la polimerización del cianuro.  
La presencia de salmueras a partir de una disolución salina que simula el mar 
primitivo ofrece resultados contradictorios. Por un lado aumenta la diversidad monomérica en 
los polímeros insolubles y por otro, la disminuye en los polímeros solubles. Las grandes 
concentraciones de sales esperadas en otros sistemas planetarios como Marte, Europa y Titán 
hacen necesario que se realicen más estudios del efecto de las sales en condiciones prebióticas 
en el punto eutéctico. 
La propuesta de una Tierra helada o al menos, algunas zonas heladas sometidas a 
cambios de temperatura con ciclos regulares de congelación-fusión parecen favorables para la 
evolución química, 46 ya que soluciones diluidas de HCN pueden ser concentradas vía 
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congelación y permitir así la polimerización40y aumentar la diversidad de posibles 
compuestos orgánicos presentes en la Tierra primitiva.  
La matriz hielo-agua no solo presenta un efecto concentrador de solutos, sino que los 
gradientes de temperatura, pH, potencial redox y capacidad catalítica del hielo convierten a 
este sistema en un reactor prebiótico potencial para el establecimiento de un sistema 
protometabólico. 
4.5.5 Materiales y métodos 
4.5.5.1 Polimerización de cianuro en interfase hielo-agua 
Las disoluciones en matrices heladas se prepararon a partir de NaCN y NH4Cl  en 
concentración equimolar (1M, 50 mL) en agua ultrapura y desgasificada (experimentos 49 y 
50) y en disolución salina (experimentos 52 y 53) y se congelaron a -25 °C en un reactor de 
vidrio termostatizado y sellado bajo atmósfera inerte (argón de la máxima pureza disponible, 
99,9995 %, Praxair SA, España) (experimentos 50 y 53) o en presencia de O2 atmosférico 
(experimentos 49 y 52 ) . Las disoluciones se sometieron a ciclos de congelación-fusión 
variando la temperatura entre -25 °C y 4 °C (2 horas a - 25 °C , ascendiendo hasta 4 °C a 0.1 
°C min -1 y 2 horas a 4 °C) utilizando un criostato programable Haake Phoenix II (Thermo 
Electron Corporation). Se realizaron experimentos control en las mismas condiciones 
experimentales sin ciclos congelación-fusión, a 4 °C (experimentos 3, 9, 6 y 12), como queda 
descrito en 5.1.5.1 Synthesis of the HCN polymers y a -25 °C  (experimentos 51 y 54). El 
tiempo de reacción fue de 30 días. Transcurrido el tiempo de reacción, se dejó que el sistema 
alcanzará la temperatura ambiente y se midió el pH de las reacciones resultantes. Los crudos 
de reacción se centrifugaron y liofilizaron como anteriormente se ha descrito. Se separaron los 
polímeros solubles e insolubles como se detalla en 4.3.6.1 Synthesis of the HCN polymers. 
Las muestras secas se almacenaron bajo atmósfera inerte a -80 ºC hasta su posterior 
análisis. Se realizó el análisis mediante GC_MS como queda descrito en 4.3.6.1.1 Gas 
Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 
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4.6 ESTUDIO DEL EFECTO CONJUNTO DE LAS INTERFASES HIELO-
AGUA LÍQUIDA Y RADIACIÓN UV EN LA SÍNTESIS DE 
MOLÉCULAS POLARES  
4.6.1 Introducción 
La cantidad y tipo de radiación UV que alcanza una zona determinada depende de 
varios factores, entre ellos, la dispersión que produzca el medio, la transmitancia a través del 
mismo y el albedo que genere. El hielo marino es un medio altamente dispersivo. Los 
coeficientes de absorción del hielo puro varían con la longitud de onda, incrementándose en 
un factor de 7 de 400 nm a 250 nm. El albedo depende fuertemente de las condiciones de la 
superficie, siendo de 0,7 para el hielo y 0,2 para el hielo encharcado, así el hielo refleja la 
radiación UV, protegiendo a los microorganismos que viven por debajo del mismo. A su vez 
la transmitancia depende de la anchura de la capa de hielo y las condiciones de la superficie. 
En general, la presencia de una capa de hielo reduce pronunciadamente la radiación UV que 
alcanza el océano. El hielo marino actual puede proteger a la biota que vive bajo el mismo.  188 
Así, las matrices heladas podrían haber protegido a las moléculas biológicamente importantes 
de la fotodestrucción y además haber favorecido la diversidad de compuestos orgánicos 
sintetizados por reacciones fotoquímicas. 188 
 Matriz helada: Microrreactor fotoquímico 
El hielo marino también ha demostrado ser un microrreactor fotoquímico, donde el 
85% de las reacciones se producen en los primeros metros de la columna hielo-agua.  189  
Otros estudios han demostrado que los hielos irradiados en condiciones interestelares juegan 
un papel fundamental en la formación de bases nitrogenadas, 190 como medio oxidante y 
catalizador, donde se favorecen las reacciones de extracción de H+ en intermediarios de la 
reacción. Experimentos llevados a cabo con pirimidina y radiaciones UV de vacío (10-200 
nm) en presencia de hielos y amoniaco produjeron varias nucleobases como uracilo (h5),  191 
5-aminouracilo (h8) y citosina 192 además de urea, glicina (a1) y alanina (a3). Hay un número 
limitado de datos experimentales relacionados con los mecanismos de reacción para la 
formación de pirimidinas oxidadas en hielos irradiados, pero parecen estar relacionados con  
mecanismos radicalarios o iónicos. 190 
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 Importancia de la radiación UV en la química prebiótica 
La radiación UV es común en la mayoría de los ambientes planetarios y medios 
interestelares, por tanto podría haber jugado un rol fundamental en la evolución química. La 
influencia de la radiación UV en la química prebiótica apenas se ha estudiado. Los 
experimentos de química prebiótica se han realizados con lámparas de hidrógeno simulando 
la radiación UV de vacío (200-10 nm) que llega a los cometas, partículas de polvo y discos 
protoplanetarios. Otros experimentos se han realizado con lámparas de mercurio, simulando 
las condiciones terrestres (UV-C 280-100 nm). Uno de los experimentos mas relevantes con 
radiación UV es el llevado a cabo por Ritson y colaboradores,  193  donde demostraron que a 
partir de cianuro y un catalizador metálico se formaban azúcares implicados en la síntesis de 
ribonucleótidos. En el caso de los experimentos llevados a cabo a partir de cianuro y radiación 
UV, en 1966 Abelson 194 indicó que las soluciones irradiadas de cianuro contenían mayor 
diversidad en aminoácidos que las soluciones sin irradiar. Resultados similares obtuvo el 
grupo de Mizutani 57 en 1975 utilizando cianuro gaseoso. Sin embargo, en 1980 el grupo de 
Harting 195 no detecto ningún aminoácido en las soluciones irradiadas, sino amoniaco, ácido 
fórmico y formaldehido. En 2002 Miyakawa 119 y colaboradores propusieron que las 
soluciones irradiadas de cianuro serían mas ricas en uracilo (h5) ya que este es producido por 
descarboxilación fotoquímica del ácido orótico (h9). 
  En este capítulo vamos a explorar el impacto de la radiación UV en la química 
prebiótica del cianuro en disolución y en presencia de matrices heladas.  
4.6.2  Resultados  
Los polímeros de cianuro se sintetizaron a partir de cantidades equimolares de NaCN 
y NH4Cl (1M, 50 mL) bajo las condiciones experimentales que se detallan en la sección 4.6.5. 
Todos los experimentos se realizaron en presencia de atmósfera inerte de N2. Los 
experimentos sin radiación UV (9, 12, 50, 53) y los experimentos en presencia de radiación 
UV (59, 60, 61 y 62) se realizaron a una temperatura de 4 ºC (experimentos 9, 12, 59, 61), o 
en presencia de interfases hielo-agua (experimentos 50, 53, 60, 62) como se indica en la 
Tabla 11. Una vez finalizado el tiempo de reacción se midió el pH y se aislaron los polímeros 
insolubles mediante centrifugación. Los sobrenadantes se concentraron utilizando centricones 
de 3kDa para aislar los polímeros solubles. Los polímeros así obtenidos se analizaron por GC-
MS. 
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4.6.2.1  Estudio comparativo en función de las condiciones de reacción 
En todos los experimentos indicados se irradió durante 72 horas. El tiempo final de 
reacción fue de 30 días. El pH final de cada reacción, la cantidad de polímero insoluble 
obtenido y el porcentaje de polímero soluble > 3 kDa quedan recogidos en la Tabla 11. 
Tabla 11. Condiciones experimentales, pH, peso de los polímeros insolubles y porcentaje de 
los polímeros solubles obtenidos en la preparación de polímeros de cianuro en presencia de radiación 
UV e interfases hielo-agua. 
Experimento T(°C) [a] Simulación  
mar [b] 
UV[c] Hielo/agua[d] pH Polímero  
insoluble (mg) 
% polímero  
soluble [e] 
9 4 - - - 9,59 9 21 
12 4 + - - 9,53 25,5 2 
50 -25,4 - - + 9,9 6 6 
53 -25,4 + - + 9,32 3,3 1,5 
59 4 - + - 9,64 71,9 20,41 
60 -25,4 - + + 10,01 28,6 1,27 
61 4 + + - 9,15 104,8 35,66 
62 -25,4 + + + 9,28 7,4 3,33 
 [a] T: temperatura de la reacción; [b] Disolución salina simulando el mar primitivo (+) o agua 
Milli Q (-); [c] En presencia de radiación UV (+) o ausencia (-); [d] En procesos de congelación-fusión 
(+)(con la siguiente variación de temperatura : 2 horas a - 25 °C, ascendiendo hasta 4 °C a 0.1 °C min 
-1 y 2 horas a 4 °C) o disolución acuosa a 4ºC (-); [e] % relativo en peso de polímero soluble respecto 
al peso de al sobrenadante obtenido. 
Se observó mayor formación de polímero insoluble de cianuro en presencia de 
radiación UV e interfases hielo-agua (experimentos 60 y 62) respecto a sus experimentos 
control (experimentos 50 y 53) sin irradiar. Por otro lado, en presencia de radiación UV, el 
porcentaje de polímero soluble de cianuro formado en interfases hielo-agua (experimentos 60 
y 62) disminuyó notablemente frente a sus respectivos experimentos control sin radiación 
UV.  A temperatura constante de 4 ºC, la cantidad de polímero insoluble de cianuro formado 
fue mayor en aquellos experimentos realizados en presencia de radiación UV (experimentos 
59 y 61) respecto a sus experimentos control sin irradiar (experimentos 9 y 12). Por el 
contrario, la cantidad de polímero soluble de cianuro fue menor en aquellos experimentos 
realizados en presencia de radiación UV (experimentos 59 y 61) respecto a sus experimentos 
control sin irradiar (experimentos 9 y 12).  
4.6.2.2 Análisis de los polímeros insolubles de cianuro  
Para identificar las moléculas orgánicas de interés biológico, como aminoácidos, bases 
nitrogenadas y ácidos carboxílicos,  los polímeros insolubles fueron analizados mediante GC-
MS como se describe en la sección 4.3.6.1.1 Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-
MS).  
El análisis monomérico cualitativo de los polímeros de cianuro insolubles se muestra 
en la Tabla 12. 
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Tabla 12. Compuestos polares identificados mediante GC-MS en los polímeros insolubles de 
cianuro, obtenidos en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua, tras hidrólisis ácida. Los 
ácidos pirúvico y glioxílico fueron detectados como sus correspondientes oximas. 
 
Se identificaron más aminoácidos en los experimentos llevados a cabo en presencia de 
radiación UV e interfases hielo-agua (experimentos 60 y 62) frente a sus respectivos 
experimentos control (experimentos 50 y 53). Sin embargo, los experimentos realizados a 
temperatura constante de 4 ºC en presencia de radiación UV (59 y 61) mostraron menor 
diversidad de aminoácidos que sus respectivos experimentos control (9 y 12) realizados en 
ausencia de radiación UV. 
Se identificaron mayor número de ácidos carboxílicos en los experimentos llevados a 
cabo en presencia de radiación UV, tanto en presencia de interfases hielo-agua (experimentos 
60 y 62) como los realizados a temperatura constante de 4 ºC (experimentos 59 y 61). Cabe 
 Fórmula Condiciones experimentales 
  
  
  
  
  
  
  
  AMINOÁCIDOS   9 12 50 53 59 60 61 62 
Glicina (a1) C2H5NO2 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
Ácido aminomalónico (a2) C3H5NO4 ✓    ✓ ✓ ✓ ✓ 
Alanina (a3) C3H7NO2 ✓               
β-Alanina (a4) C3H7NO2  ✓     ✓  
Ácido aspártico (a7) C4H7NO4 ✓         ✓     
Leucina (a14) C6H13NO2     ✓           
HIDROXIACIDOS          
Ácido glicólico (c1) C2H4O3 ✓ ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ 
Ácido 2,2-dihidroxiacético (c2) C2H4O4   ✓   ✓   
Ácido 2-hidroximalónico (c3) C3H4O5         ✓ ✓     
Ácido 2,2-dihidroximalónico (c4) C3H4O6  ✓ ✓  ✓  ✓ ✓ 
Ácido láctico (c5) C3H6O3 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓   ✓ 
Ácido málico (c7) C4H6O5 ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ 
CETO ACIDOS                  
Ácido glioxílico (c9) C2H2O3        ✓ 
Ácido pirúvico (c10) C3H4O3 ✓ ✓     ✓ ✓ ✓ ✓ 
Ácido levúlico (c12) C5H8O3      ✓   
ÁCIDOS DICARBOXÍLICOS                 
Ácido oxálico (c13) C2H2O4 ✓ ✓     ✓ ✓ ✓   
Ácido succínico (c67) C4H6O4 ✓       ✓ ✓ ✓ ✓ 
HIDANTOINAS          
5-Hidroxihidantoina (h2) C3H4N2O3 ✓ ✓ ✓     ✓ ✓ ✓ 
Ácido aloxanoico (h3) C4H4N2O4 ✓        
TRIAZINAS                   
Ácido cianúrico (h4) C3H3N3O3 ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ 
PIRIMIDINAS                   
2,4,5-trihidroxipirimidina (h7) C4H4N2O3 ✓ ✓   ✓  ✓  
5-aminouracilo (h8) C4H5N3O2 ✓       ✓ ✓     
Ácido orótico (h9) C5H4N2O4 ✓ ✓   ✓ ✓ ✓ ✓ 
PURINAS                   
Xantina (h10) C5H4N4O2 ✓ ✓      ✓ 
Adenina (h12) C5H5N5 ✓ ✓           ✓ 
Guanina (h13) C5H5N5O ✓ ✓      ✓ 
8-hidroxiadenine (h14) C5H4N4O2               ✓ 
PTERIDINAS          
2,4,7-trihidroxipteridina (h16) C6H4N4O3 ✓ ✓     ✓     ✓ 
Isoxantopterina (h18) C6H5N5O2  ✓      ✓ 
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resaltar que el ácido 2-hidroximalónico (c3)  sólo se detectó en los polímeros insolubles de 
cianuro sintetizados en presencia de radiación UV y sin simulación del mar primitivo 
(experimentos 59 y 60). En presencia de interfases hielo-agua y radiación UV, los polímeros 
de cianuro insolubles sintetizados en presencia de sales, muestran menor diversidad en ácidos 
carboxílicos (experimento 62) frente a su respectivo experimento control sin sales 
(experimento 60). Sin radiación UV y en presencia de interfases hielo-agua, los polímeros 
insolubles de cianuro sintetizados en presencia de sales (experimento 53) también mostraron 
menor diversidad en ácidos carboxílicos frente a su respectivo experimento control sin sales 
(experimento 50). Por tanto, parece que la presencia de la disolución salina utilizada inhibe la 
formación de ácidos carboxílicos en los polímeros insolubles de cianuro tanto en presencia 
como en ausencia de radiación UV y que la radiación UV favorece a formación de ácidos 
carboxílicos en presencia de interfases hielo-agua.  
De igual forma, aquellos polímeros insolubles que fueron sintetizados a 4 ºC y en 
presencia de radiación UV, mostraron menor diversidad en ácidos carboxílicos si la 
disolución contenía sales (experimento 61) frente a su respectivo experimento control sin 
sales (experimento 59). Sin radiación UV, la presencia de sales no afectó significativamente a 
la diversidad identificada en ácidos  (experimento 12 frente a experimento 9).  
Como en el caso de los aminoácidos, se identificaron más N-heterociclos en los 
experimentos llevados a cabo en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua 
(experimentos 60 y 62) frente a sus respectivos experimentos control sin radiación UV 
(experimentos 50 y 53). Sin embargo, los experimentos realizados a temperatura constante de 
4 ºC en presencia de radiación UV (59 y 61) mostraron menor número de  N-heterociclos 
frente a  sus respectivos experimentos control (9 y 12) en ausencia de radiación UV. Los 
polímeros insolubles de cianuro sintetizados a temperatura constante de 4 ºC en ausencia de 
radiación UV (experimentos 9 y 12) mostraron una alta diversidad en N-heterociclos, 
independientemente de la presencia de sales o no. En presencia de interfases hielo-agua y 
radiación UV, los polímeros de cianuro insolubles sintetizados en presencia de sales, 
muestran mayor diversidad en N-heterociclos (experimento 62) frente a su respectivo 
experimento control sin sales (experimento 60). Aquellos polímeros insolubles que fueron 
sintetizados a 4 ºC y en presencia de radiación UV, mostraron una  diversidad similar en N-
heterociclos si la disolución contenía sales (experimento 61) frente a su respectivo 
experimento control sin sales (experimento 59). 
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En resumen, las interfases hielo-agua favorecieron la formación de N-heterociclos. 
Adicionalmente la presencia de una disolución salina y matrices heladas protegieron a los N-
heterociclos formados de procesos de fotodestrucción debidos a la radiación UV. La 
producción de ácidos carboxílicos se vio especialmente favorecida en presencia de interfases 
hielo-agua y radiación UV.  
4.6.2.3 Análisis de los polímeros solubles de cianuro 
Los polímeros solubles de cianuro se estudiaron de forma análoga a sus 
correspondientes polímeros insolubles mediante GC-MS tras hidrólisis ácida. Los monómeros 
mayoritarios identificados fueron ácido oxálico y glicina (Tabla 13). En el caso de los 
polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de radiación UV y disoluciones 
salinas (experimentos 61 y 62) no se identificó ningún compuesto excepto ácido oxálico.  
El polímero soluble de cianuro sintetizado en presencia de radiación UV e interfases 
hielo-agua (experimento 60) mostró el mayor porcentaje relativo en glicina (a1), triplicando 
en cantidad a su respectivo experimento control en ausencia de radiación UV (experimento 
50). Sin embargo la mayor diversidad monomérica se encontró en el polímero soluble de 
cianuro sintetizado en presencia de interfases hielo-agua sin irradiar (experimento 50). 
Cuando la síntesis se llevó a cabo en presencia de interfases hielo-agua y una disolución 
salina simulando el mar primitivo, sólo se identificó glicina (a1) con radiación UV 
(experimento 62) y ningún aminoácido sin irradiar (experimentos 53). Por el contrario, los 
polímeros solubles de cianuro sintetizados a temperatura constante de 4ºC mostraron menor 
porcentaje relativo de aminoácidos cuando la síntesis se realizó en presencia de radiación UV 
(experimento 59) frente a su respectivo experimento control en ausencia de la misma 
(experimento 9). Cuando se añadió una disolución salina simulando el mar primitivo sólo se 
detectó glicina en el experimento sin irradiar (experimento 12) y ningún aminoácido con 
radiación  UV (experimento 61). Como en el caso de los aminoácidos, los polímeros solubles 
de cianuro sintetizados en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua (experimento 60) 
mostraron el mayor porcentaje relativo en ácidos carboxílicos. El porcentaje relativo de ácido 
oxálico (c14) fue el triple respecto a la cantidad detectada en su experimento control, en 
ausencia de radiación UV (experimento 50).   
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Tabla 13. Análisis semicuantitativo de compuestos polares identificados mediante GC-MS en 
los polímeros solubles de cianuro, obtenidos en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua, 
tras hidrólisis ácida. El ácido pirúvico fue  detectado como su correspondiente oxima. t: trazas  
 Fórmula Condiciones experimentales 
 AMINOÁCIDOS   9 12 50 53 59 60 61 62 
Glicina (a1) C2H5NO2 5,24 1,02 6,95  0,57 14,8  0,06 
Alanina (a3) C3H7NO2      t     0,18     
β-Alanina (a4) C3H7NO2   0,13      
Isoserina (a6) C3H7NO3 0,01   0,11           
Ácido aspártico (a7) C4H7NO4 0,1  0,19   0,21   
Total detectado   5,35 1,02 7,38  0,57 15,1
9 
0 0,06 
HIDROXIACIDOS                   
Ácido glicólico (c1) C2H4O3 0,25 0,15 0,86     1,11    
Ácido 2,2-dihidroximalónico (c4) C3H4O6 0,14 0,1       0,07     
Ácido láctico (c5) C3H6O3 0,07 0,07 0,11     0,24    
Ácido málico (c7) C4H6O5 0,03   0,1     0,06     
CETO ACIDOS                  
Ácido pirúvico (c10) C3H4O3 0,02         0,1     
Ácido cetoisovalérico (c11) C5H8O3     0,05          
ÁCIDOS DICARBOXÍLICOS                   
Ácido oxálico (c13) C2H2O4 2,85 0,28 6,09 0,09 0,29 20,5 t t 
Ácido succínico (c16) C4H6O4 0,08 0,08     t 0,25     
Total detectado   3,44 0,68 7,21 0,09 0,29 22,3
3 
  
HIDANTOINAS                   
Ácido parabánico (h1) C3H2N2O
3 
0,18 0,03 0,21     0,33     
5-Hidroxihidantoina (h2) C3H4N2O
3 
0,08 0,11 0,16     0,35     
Total detectado   0,26 0,14 0,38   0,68   
TRIAZINAS                   
Ácido cianúrico (h4) C3H3N3O
3 
  0,11 10,3
7 
    1,77     
PIRIMIDINAS                   
Uracilo (h5) C4H4N2O
2 
    0,05           
Dihidrouracilo (h6) C4H6N2O
2 
          0,06     
2,4,5-trihidroxipirimidina (h7) C4H4N2O
3 
0,06         0,26     
5-aminouracilo (h8) C4H5N3O
2 
          0,38     
Ácido orótico (h9) C5H4N2O
4 
    0,47           
Total detectado   0,06  0,53   0,7   
PURINAS                   
Hipoxantina (h11) C5H4N4O     4           
Xantina (h10) C5H4N4O
2 
  0,06 4     2,98     
Adenina (h12) C5H5N5 0,17 0,08 1,41     1,2     
Guanina (h13) C5H5N5O 0,26 0,04 2,59     1,09     
8-hidroxiadenine (h14) C5H5N5O 0,03   0,35     2,99     
Total detectado   0,46 0,18 12,3
5 
  8,26   
PTERIDINAS                   
2,4,7-trihidroxipteridina (h16) C6H4N4O
3 
0,27 0,01 3,45     1,82     
2,4,6,7-tetrahidroxipteridina (h17) C6H4N4O
4 
t   0,57     1,08     
Isoxantopterina (h18) C6H5N5O
2 
0,07 0,06             
Leucopterina (h19) C6H5N5O
3 
    0,26           
Total detectado   0,34 0,07 4,29   2,9   
 
En los polímeros sintetizados en presencia de una disolución salina simulando el mar 
primitivo, interfases hielo-agua y tanto en presencia como ausencia de radiación UV 
(experimentos 53 y 62) sólo se identificó ácido oxálico (c14). Los polímeros solubles de 
cianuro sintetizados a 4ºC mostraron menor porcentaje relativo de ácidos cuando la síntesis se 
realizó en presencia de radiación UV (experimento 59) frente a su respectivo experimento 
control sin irradiar (experimentos 9). ) Cuando la síntesis se realizó en presencia de una 
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simulación del mar primitivo y radiación UV (experimento 61) sólo se identificó ácido 
oxálico (c14). 
La radiación UV, en presencia de interfases hielo-agua (experimento 60), aumentó el 
porcentaje relativo identificado de hidantoínas y pirimidinas, disminuyendo el de triazinas, 
purinas y pteridinas, en los polímeros solubles de cianuro, frente a su respectivo experimento 
control sin irradiar (experimento 50). Sin embargo, en los polímeros solubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV y temperatura constante de 4 ºC (experimentos 59 y 
61) no se identificó ningún N-heterociclo. La presencia de una disolución salina, simulando el 
mar primitivo, en la síntesis de polímeros solubles (experimentos 12, 53, 61 y 62) disminuyó 
notablemente la identificación de monómeros. Sólo se detectaron N-heterociclos en ausencia 
de radiación UV y a temperatura constante de 4ºC (experimento 12).  
En resumen, en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de 
interfases hielo-agua, la radiación UV favoreció la formación, en porcentaje relativo, de 
glicina (a1) y ácido oxálico (c14) y la producción relativa de hidantoínas y pirimidinas, 
disminuyendo la de triazinas, purinas y pteridinas. 
4.6.3 Discusión de los resultados 
4.6.3.1  Efecto de la radiación UV en los polímeros insolubles de cianuro 
El cianuro sólo absorbe a longitudes de onda cercanas a 185 nm,  pero como algunos 
autores han indicado, 57, 196 compuestos derivados, como el DAMN, también absorben a 254 
nm,  por lo que en este tipo de experimentos se debe tener en cuenta ambas contribuciones. 
Como ya se ha comentado anteriormente, el efecto de la radiación UV es diferente si 
los polímeros insolubles de cianuro fueron sintetizados en presencia de interfases hielo-agua 
(experimentos 60 y 62) o a temperatura constante de 4ºC (experimentos 59 y 61).  En la 
Tabla 14 se resumen  los efectos de la radiación UV en los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases hielo-agua o a temperatura constante de 4ºC y en agua 
o disolución salina simulando el mar primitivo. 
Como puede observarse, el efecto de la radiación UV sobre el proceso de 
polimerización del cianuro es diferente si se realizó en presencia de  interfases hielo-agua o 
sólo agua líquida.  
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En 1975 el grupo de Mizutani57  irradió HCN gaseoso con una lámpara de mercurio 
(λ=184.9 nm y 254 nm principalmente) y observó un material polimérico marrón. La 
hidrólisis del mismo generó varios aminoácidos, entre ellos: glicina (a1), ácido glutámico 
(a13), alanina (a3), ácido aspártico (a7), histidina, arginina, lisina, serina (a5), treonina, 
valina, isoleucina (a15) y leucina (a14). Los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en 
nuestro laboratorio a partir de disoluciones de NH4CN y radiación UV (experimento 60) 
rindieron glicina (a1), ácido aminomalónico (a2) y ácido aspártico (a7). Esta diferencia se 
debe a que el mismo proceso de polimerización del HCN gas y NH4CN en disolución acuosa 
son muy diferentes.63Además la preparación de la muestra (extracciones en solventes 
orgánicos/centrifugación en agua)  y las diferentes técnicas analíticas utilizadas (analizador de 
aminoácidos/GC-MS) también influyen en la detección de compuestos orgánicos. Un revisión 
reciente mostró los diferentes compuestos detectados en función de las condiciones de 
reacción, preparación de muestra y técnicas analíticas empleadas.  
Tabla 14. Efecto de la radiación UV sobre los polímeros de cianuro insolubles frente a sus 
respectivos experimentos control sin irradiar.  
 
En interfase hielo-agua [a] A temperatura constante 4ºC 
Agua  
Polímero insoluble (exp 60) Polímero insoluble (exp 59) 
Aumenta la cantidad de polímero formado Aumenta la cantidad de polímero formado 
Aminoácidos: favorece la síntesis Aminoácidos: inhibe la síntesis 
Ácidos carboxílicos: favorece la síntesis Ácidos carboxílicos: favorece la síntesis 
N-heterociclos: favorece la síntesis N-heterociclos: inhibe la síntesis 
Disolución [b] 
Polímero insoluble (exp 62) Polímero insoluble (exp 61) 
Aumenta la cantidad de polímero formada Aumenta la cantidad de polímero formada 
Aminoácidos: favorece la síntesis Aminoácidos: no altera la síntesis 
Ácidos carboxílicos: favorece la síntesis Ácidos carboxílicos: favorece la síntesis 
N-heterociclos: favorece la síntesis N-heterociclos: inhibe la síntesis 
 [a] En procesos de congelación-fusión (con la siguiente variación de temperatura : 2 horas a - 
25 °C, ascendiendo hasta 4 °C a 0.1 °C min -1 y 2 horas a 4 °C); [b] Disolución salina simulando el 
mar primitivo. 
 
En 1980 Harting 195 y colaboradores irradiaron una solución diluida de NaCN (0,01M) 
con una lámpara de mercurio. Sólo detectaron amoníaco, ácido fórmico y formaldehido, 
productos de la fotolisis del cianuro. No detectaron ningún producto polimérico, como ellos 
mismos apuntan, debido a la baja concentración de cianuro inicial en disolución. 
La fotolisis del cianuro se produce por la radiación a 184,5 nm generada por la 
lámpara de mercurio. A esta longitud de onda el agua líquida absorbe más que el cianuro,  
produciéndose iones H+, OH- y electrones solvatados (e aq 
–). Estos reaccionan con los iones 
CN-  generando los productos 195 listados en la Tabla 15.  
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La radiación UV genera H+, OH - y electrones solvatados. Las reacciones de H+ y 
electrones solvatados con los iones CN-  resultaron, primero, en la formación del radical 
metilimino (H2C=N
. reacciones 2 y 4), que luego se hidrolizaron a amoniaco (NH3) y 
formaldehido (HCHO). El ácido fórmico (HCOOH) se forma de acuerdo a las reacciones 7-
11, donde el OH ataca a los iones CN- produciéndose el radical OH-C=N-. A continuación 
una reacción ácido base (8) y reordenamiento lactima-lactama da lugar al radical formamida 
(OH-C=NH2) que finalmente se hidroliza a amoniaco (NH3).  
Tabla 15. Reacciones de la fotolisis del cianuro entre los iones CN- con H +, e aq – y OH -. 
(Adaptado de Harting y Getoff, 1980) 195 . 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las diferencias entre los experimentos llevados a cabo con cianuro gaseoso 57 y  
cianuro en disolución 195 probablemente se deban a la absorción de la radiación UV por parte 
del HCN gaseoso en el primer caso (fotolisis del HCN) y la absorción de las moléculas de 
agua en el segundo (fotolisis del agua). En nuestros experimentos, probablemente, haya una 
contribución de varios mecanismos. La fotolisis del agua, fotolisis del cianuro y 
fotoexcitación de productos de reacción como el DAMN 196 podrían explicar las diferencias 
encontradas.  
 Ácidos carboxílicos y especies reactivas de oxígeno  
La mayor parte de los experimentos de irradiación de hielos recogidos en la 
bibliografía se ha realizado simulando las condiciones de hielos interestelares. La radiación 
utilizada es VUV (ultravioleta de vacío), que incluye radiaciones más energéticas (200-10 
nm), por encima de la radiación que se estima llegó a la Tierra primitiva 82 (> 200nm). En 
Nº Reacciones 
1 
H+ + CN
-
 HC
.
=N
-
 
2 
HC
.
=N
-
 + H2O H2C=N
.
 + OH 
3 
e aq 
- 
+ CN
-
 CN 2-
4 
CN 2- + 2 H2O H2C=N
. 
+ 2OH
-

5 
H2C=N
.
 + H2O H2C=NH
 
+ OH
6 H2C=NH + H2ONH3 + HCHO
7 
OH + CN 
-
  OH-C
.
=N
-

8 
OH-C
.
=N
-
 + H2OOH-C
.
=NH  + OH
-

9 
OH-C
.
=NHO=C
.
-NH2
10 
O=C
.
-NH2 + H2O O=CHNH2 + OH
11 O=CHNH2 + H2O  NH3 +HCOOH
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estas condiciones, se ha observado que la radiación UV en la interfase hielo-agua genera 
oxígeno (O2), peróxido de hidrógeno (H2O2), radicales hidroxilo (
.OH) e hidrógeno (H2).
 197 
Se ha propuesto que, en estas condiciones, las reacciones químicas se den preferentemente 
entre radicales hidroxilo (
.
OH) y los solutos presentes. 190 La matriz helada actuaría como 
catalizador, favoreciendo la oxidación mediante la extracción de protones H+ en compuestos 
intermediarios 198 y donándolos a las moléculas de agua, que actuarían como aceptores de 
protones. Menor-Salván y colaboradores 125 demostraron que la interfase hielo-agua sujeta a 
radiación UVC constituía una fuente de especies reactivas de oxígeno, favoreciendo la síntesis 
de ácidos carboxílicos. 
Los resultados obtenidos en nuestros experimentos son consistentes con la bibliografía 
mencionada. Los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia de interfase hielo-
agua generaron mayor número de ácidos carboxílicos cuando se irradió con luz UV 
(experimento 60) en comparación con el respectivo experimento control sin irradiar 
(experimento 50). Además, en presencia de una disolución salina, se identificaron 7 ácidos 
carboxílicos diferentes en presencia de radiación UV (experimento 62) frente a su respectivo 
experimento control sin irradiar (experimento 53), donde sólo se identificó ácido láctico (c5). 
Desde la perspectiva del “escenario del glioxilato” es especialmente interesante la 
identificación de ácido glioxílico (c9) en el experimento 62. Este resultado amplia las 
condiciones experimentales que pueden soportar las la hipótesis planteada por Eschenmoser 
mas allá de la presencia de aerosoles acuosos como se ha discutido anteriormente.1, 37 
Por otro lado, como ya han indicado algunos autores, el agua líquida absorbe más la 
radiación UV a 189 nm que las propias moléculas de cianuro. Los iones H+, OH-, electrones 
solvatados, amoniaco, ácido fórmico y formaldehído podrían influir en el proceso de 
polimerización del cianuro en agua líquida. En nuestros experimentos, los polímeros de 
cianuro sintetizados en agua líquida a temperatura constante y radiación UV presentaron 
menor diversidad monomérica que los sintetizados en presencia de interfase hielo-agua. La 
radiación UV, en agua, inhibió la formación de aminoácidos y N-heterociclos, favoreciendo la 
de ácidos carboxílicos. Estos resultados podrían explicarse por la fotolisis del agua a 189 nm 
anteriormente comentada.  
 Aminoácidos y radiación UV 
Uno de los primeros experimentos de la influencia de la radiación UV en el proceso de 
polimerización del cianuro fueron los llevados a cabo por Abelson 194 en 1966. En estos 
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experimentos la irradiación de soluciones de NH4CN a temperatura ambiente generó mayor 
número de aminoácidos, entre ellos glicina (a1), alanina (a3), serina (a5), ácido aspártico (a7) 
y glutámico (a13). Abelson indicó que el rendimiento relativo en aminoácidos dependía del 
tiempo de irradiación. Para irradiaciones cortas los rendimientos eran bajos, excepto para la 
glicina (a1). Los rendimientos mejoraban cuando se aumentaba el tiempo de irradiación, hasta 
que llegaba un punto en que disminuían. Sin embargo, no identificó los intervalos temporales 
a los que se refería.  
En nuestros experimentos observamos glicina (a1), ácido aminomalónico (a2) y ácido 
aspártico (a7) en los polímeros de cianuro insolubles sintetizados en presencia de radiación 
UV e interfases hielo-agua (experimento 60). En su respectivo experimento control sin 
irradiar (experimento 50) se identificó glicina (a1) y leucina (a14). Por el contrario, los 
sintetizados a temperatura constante de 4ºC y radiación UV (experimento 59), mostraron 
menor número de aminoácidos que su respectivo experimento control sin irradiar 
(experimento 9). Estos datos concuerdan a los avanzados por Abelson si se considera 72 horas 
de irradiación como tiempos largos. De nuevo, la interfase hielo-agua juega un papel 
diferenciador en el proceso de polimerización del cianuro en presencia de radiación UV.  
 Derivados de N-heterociclos y foto-oxidación  
Las bajas temperaturas de reacción y la formación de soluciones eutécticas de cianuro 
en la matriz helada favorecieron la síntesis de N-heterociclos en presencia de radiación UV. 
Especialmente de hidantoínas y pirimidinas (experimento 60) y purinas cuando se usó una 
disolución salina simulando el mar primitivo (experimento 62). Se ha demostrado que las 
matrices heladas protegen las bases nitrogenadas de la degradación 125. Los productos 
formados están en un equilibrio constante de formación y degradación por reacciones 
fotolíticas. En la mayor parte de los experimentos de irradiación de pirimidinas en matrices 
heladas se detectaron productos de fotodegradación, como hidantoinas y las pirimidinas 
originales.  192, 199 En otros casos se consumieron totalmente para dar lugar a nuevos 
compuestos.  191  
En nuestros experimentos, durante el proceso de polimerización del cianuro, las 
matrices heladas parecen proteger y favorecer la síntesis de pirimidinas y sus productos de 
degradación. En presencia de radiación UV (experimento 60) se produjo 5-aminouracilo (h8) 
y ácido orótico (h9), compuestos ausentes sin la radiación UV (experimento 50). Estos 
compuesto podrían ser productos oxidados de la pirimidina, producidos, como algunos 
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autores indican, por el ataque de radicales hidroxilo sobre cationes pirimidínicos generados en 
la matriz helada.  190  Sin embargo, hasta la fecha, no se he detectado pirimidina entre los 
productos de polimerización del cianuro, aunque sí algunos derivados como la 1,2,5,6-
tetrahidropirimidina.  35 Como las condiciones de análisis realizadas en nuestro laboratorio no 
fueron las favorables para la detección de la pirimidina, poco volátil,  no puede afirmarse con 
seguridad que no se haya sintetizado. 
4.6.3.2  Efecto de la radiación UV en los polímeros solubles de cianuro 
Como en el caso de los polímeros insolubles, el efecto de la radiación UV es diferente 
si los polímeros solubles de cianuro fueron sintetizados en presencia de interfases hielo-agua 
(experimentos 60 y 62) o a temperatura constante de 4ºC (experimentos 59 y 61). En la Tabla 
16 se recogen los efectos de la radiación UV en los polímeros solubles de cianuro sintetizados 
en presencia de interfases hielo-agua o a temperatura constante de 4ºC y en agua o disolución 
salina que simula el mar primitivo. 
Tabla 16. Efecto de la radiación UV sobre los polímeros de cianuro solubles frente a sus 
respectivos experimentos control sin irradiar.  
  En interfase hielo-agua [a] A temperatura constante 4ºC 
Agua 
Polímero soluble (exp 60) Polímero soluble (exp 59) 
Disminuye la cantidad de polímero Disminuye la cantidad de polímero 
Aminoácidos: aumenta % glicina (a1), disminuye diversidad Aminoácidos: inhibe la síntesis 
Ácidos carboxílicos: aumenta % ácido oxálico (c13), 
  aumenta diversidad 
Ácidos carboxílicos: inhibe la síntesis 
N-heterociclos: favorece la síntesis de 
N-heterociclos: inhibe la síntesis 
 hidantoínas y pirimidinas 
N-heterociclos: inhibe la síntesis de triazinas , purinas y pteridinas   
  
Disolución[b] 
Polímero soluble (exp 62) Polímero soluble (exp 61) 
Disminuye la cantidad de polímero Disminuye la cantidad de polímero 
Aminoácidos: favorece la síntesis de glicina (a1) Aminoácidos: inhibe la síntesis 
Ácidos carboxílicos: inhibe la síntesis Ácidos carboxílicos: inhibe la síntesis 
N-heterociclos: no altera N-heterociclos: inhibe la síntesis 
[a] En procesos de congelación-fusión (con la siguiente variación de temperatura : 2 horas a - 
25 °C, ascendiendo hasta 4 °C a 0.1 °C min -1 y 2 horas a 4 °C); [b] Disolución salina simulando el 
mar primitivo. 
 
 
 Fotodestrucción de los ácidos carboxílicos en los polímeros solubles de cianuro  
Como hemos comentado anteriormente, la interfase hielo-agua sujeta a radiación UVC 
constituye una fuente de especies reactivas de oxígeno, favoreciendo la síntesis de ácidos 
carboxílicos. 125 Sólo en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de 
interfase hielo-agua identificamos mayor número de ácidos carboxílicos cuando se irradió con 
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luz UV (experimento 60) frente  a su respectivo experimento control sin irradiar (experimento 
50). Por el contrario, en presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo, apenas 
se identificaron ácidos carboxílicos en presencia de radiación UV (experimento 62) ni en su 
respectivo experimento control sin irradiar (experimento 53).  
A temperatura constante de 4ºC, la radiación UV inhibió fuertemente la síntesis de 
ácidos carboxílicos, tanto en diversidad como en cantidad. En presencia de radiación UV  
(experimento 59) sólo se detectaron ácido oxálico (c14) y succínico (c17). Sin radiación 
(experimento 9) se detectaron ácido glicólico (c1), ácido 2,2-dihidroximalónico (c4), ácido 
láctico (c5) , ácido málico (c8), ácido pirúvico (c11), ácido oxálico (c14) y ácido succínico 
(c17). La presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo (experimento 61) no 
influyó en los efectos de la radiación UV sobre la síntesis de ácidos carboxílicos. Sólo se 
detectó ácido oxálico (c14) frente al polímero soluble sin irradiar (experimento 12) donde se 
identificaron ácido glicólico (c1), ácido 2,2-dihidroximalónico (c4), ácido láctico (c5), ácido 
oxálico (c14) y ácido succínico (c17). Por tanto, en los polímeros solubles de cianuro, la 
matriz helada parece favorecer y proteger la formación de ácidos carboxílicos frente a los 
procesos de fotodestrucción iniciados por la radiación UV. 
 Síntesis de glicina y radiación UV 
Sánchez y Ferris (1967) estudiaron la influencia de la radiación UV en el proceso de 
polimerización del cianuro. Sus trabajos indicaban que la radiación UV producía un aumento 
en el ratio de polímero formado, fuente de alanina y ácido aspártico, pero destruía el DAMN, 
fuente de glicina. 32 Sin embargo, nuestros resultados experimentales no siguen la misma 
línea. A temperatura constante de 4ºC, la radiación UV (experimento 59) inhibió la formación 
de polímero soluble, de glicina y ácido aspártico, respecto a su experimento control sin 
irradiar (experimento 9). Por otro lado, los polímeros solubles de cianuro sintetizados en 
presencia de radiación UV e interfases hielo-agua (experimento 60) mostraron el mayor 
porcentaje relativo en glicina (a1), triplicando en cantidad a su respectivo experimento control 
sin irradiar (experimento 50). Es decir, en presencia de interfases hielo-agua, la radiación UV 
produjo el efecto contrario al indicado por Sánchez y Ferris. Además, la radiación UV 
disminuyó la diversidad en aminoácidos, no detectándose β-alanina (a4) ni isoserina (a6)  en 
los polímeros irradiados en presencia de interfases hielo-agua.  
No se han descrito los mecanismos de síntesis de aminoácidos a partir de la 
polimerización del cianuro, pero algunos experimentos de radiación UV de pirimidinas en 
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simulaciones de hielos interestelares mostraron que la rotura radiolítica del anillo generaba 
urea y glicina,  192 enriqueciendo la mezcla orgánica obtenida en estos compuestos. En 
nuestros experimentos la radiación UV provocó además, en los polímeros solubles de cianuro, 
una disminución en la diversidad de aminoácidos, indicando la existencia de otros posibles 
mecanismos que favorezca la síntesis de glicina en detrimento del resto de aminoácidos. 
 Hidantoinas y pirimidinas : efecto conjunto de la radiación UV en matrices hielo-
agua 
La radiación UV, en presencia de interfase hielo-agua, favoreció la síntesis de 
pirimidinas e hidantoínas en los polímeros solubles de cianuro (experimento 60) frente a su 
respectivo experimento control sin irradiar (experimento 50). A temperatura constante de 4ºC 
la radiación UV inhibió la síntesis de cualquier N-heterociclo. 
Existen varios mecanismos que podrían explicar la formación de hidantoinas en los 
polímeros de cianuro. Las hidantoinas pueden formarse por la ciclación de sus respectivos 
aminoácidos carbamilados 200  durante el proceso de hidrólisis del polímero . Sin embargo, el 
hecho de que se formen más hidantoinas en presencia de radiación UV indica la coexistencia 
de otros mecanismos inducidos por ésta en la matriz helada. Se ha propuesto que las 
hidantoínas se forman por fotoalteración de las pirimidinas en presencia de radicales hidroxilo 
201 y otras especies reactivas de oxígeno 202 derivadas de la radiación UV del hielo. Otros 
mecanismos propuestos pasan por la reacción entre la urea y ácido glioxílico, formación del 
ácido α-hidroxihidantóico y ciclación a 5-hidroxihidantoina. 125 El ácido parabánico (h1) 
podría ser un producto de la fotoalteración de las purinas en interfase hielo-agua, 125 lo cual 
explicaría la disminución, en porcentaje relativo, de éstas en los experimentos irradiados 
(experimento 60). 
En presencia de radiación UV e interfase hielo-agua (experimento 60) se detectaron, 
además, algunos derivados del uracilo (h5) y ácido orótico (h9), como: dihidrouracilo (h6), 
2,4,5-trihidroxipirimidina (h7), y 5-aminouracilo (h8). Se esperaba que el ratio de formación 
de uracilo hubiera sido mayor en aquellos experimentos en presencia de radiación UV frente a 
sus respectivos controles. En 1978 Ferris 203, 204 propuso que el uracilo (h5) se forma cuando 
se expone ácido orótico (h9) a radiación UV. Otros experimentos realizados en nuestro 
laboratorio 125 parecían indicar el mismo mecanismo, a través de la descarboxilación 
fotoquímica del ácido orótico (h9) o dihidroorótico. Sin embargo en nuestros experimentos de 
polimerización del cianuro sólo se observó uracilo (h5) y ácido orótico (h9) en ausencia de 
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radiación UV (experimento 50), por lo que el uracilo se debe producir por otros mecanismos 
ajenos a la acción de la radiación UV sobre el ácido orótico (h9). En 1982 Voet 205 identificó 
uracilo (h5) en el producto hidrolizado del proceso de polimerización de HCN a temperatura 
ambiente. La ruta de síntesis más sencilla, como ya se ha comentado, sería a través de la 
descarboxilación del ácido orótico (h9), pero, en el mismo trabajo, observaron que bajo las 
condiciones de hidrólisis utilizadas no se producía la descarboxilación del mismo. Otros 
mecanismos de síntesis propuestos para el uracilo son a partir de urea y glioxílico por el 
proceso de Davidson y Baudich,  206 o bien a partir de la condensación de ácidos α y β 
saturados con urea 207 o a partir de ácido acrílico y urea a través del mecanismo de Fisher y 
Roeder.  208 Este último parece poco probable ya que, hasta la fecha, no se ha identificado 
ácido acrílico en el proceso de polimerización del cianuro. 
La radiación UV, a temperatura constante de 4ºC inhibió la síntesis de cualquier N-
heterociclo, por lo que queda patente que la radiación UV y las interfases hielo-agua afectan 
al mecanismo de polimerización del cianuro.  
4.6.3.3 Comparación del efecto de la radiación UV en los polímeros insolubles y 
solubles de cianuro 
Como hemos visto, el efecto de la radiación UV no es el mismo en los polímeros 
solubles e insolubles de cianuro. Los polímeros de cianuro sintetizados en presencia de 
interfases hielo-agua mostraron las siguientes similitudes y diferencias en presencia de 
radiación UV (experimento 60): 
En ambos polímeros la radiación UV favoreció la producción de ácidos carboxílicos y 
aminoácidos. Sin embargo en el caso de los N-heterociclos se observó un efecto 
diferenciador. En los polímeros insolubles de cianuro (experimento 60) se detectó mayor 
diversidad de todos los N-heterociclos, pero en los polímeros solubles (experimento 60) sólo 
se observó mayor diversidad en determinados compuestos, como las hidantoínas y  
pirimidinas, en detrimento de las triazinas, purinas y pteridinas. Por otro lado, en presencia de 
una disolución salina simulando el mar primitivo (experimento 62), la presencia de radiación 
UV aumento la diversidad en aminoácidos, ácidos carboxílicos y N-heterociclos en los 
polímeros insolubles de cianuro. Sin embargo, en los polímeros solubles aumento la 
diversidad de aminoácidos pero disminuyó la de ácidos carboxílicos y N-heterociclos. En la 
Tabla 17 se recoge un resumen del efecto de la radiación UV sobre los polímeros de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases hielo-agua. En el caso de los polímeros de cianuro 
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sintetizados en agua a temperatura constante de 4ºC (experimento 59) cabe destacar que la  
radiación   UV, s obre   el    polímero  insoluble :  favorece   la   polimerización y   la  síntesis 
Tabla 17. Efecto de la radiación UV sobre los polímeros de cianuro sintetizados en presencia de 
interfases hielo-agua. [a] Disolución salina simulando el mar primitivo. 
 
de ácidos carboxílicos, disminuyendo la del resto de monómeros. Sobre el polímero soluble 
inhibe parcialmente la polimerización y la síntesis de todos los monómeros. En presencia de 
disolución salina, (experimento 61) la radiación UV tuvo los mismos efectos que en el caso 
anterior (experimento 59). En la Tabla 18 se recoge un resumen del efecto de la radiación UV 
sobre los polímeros de cianuro sintetizados a temperatura constante de 4ºC.  
 
Tabla 18. Efecto de la radiación UV sobre los polímeros de cianuro sintetizados a temperatura 
constante de 4 ºC. 
[a] Disolución salina simulando el mar primitivo. 
 
Agua 
(exp 60) 
Polímero insoluble Polímero soluble 
Aumento la cantidad de polímero formado Disminuyó la cantidad de polímero formado 
Aminoácidos: favorece la síntesis  Aminoácidos: favorece la síntesis  
Ácidos carboxílicos: favorece la síntesis Ácidos carboxílicos: favorece la síntesis 
N-heterociclos: favorece la síntesis  
N-heterociclos: favorece la síntesis de 
hidantoínas y pirimidinas 
 
N-heterociclos: inhibe parcialmente la síntesis 
de triazinas y purinas y pteridinas 
Disolución[a]   
(exp 62) 
Polímero insoluble Polímero soluble 
Aumento la cantidad de polímero formado Disminuyó la cantidad de polímero formado 
Aminoácidos: favorece la síntesis  Aminoácidos: favorece la síntesis  
Ácidos carboxílicos: favorece la síntesis 
Ácidos carboxílicos: inhibe totalmente la 
síntesis 
N-heterociclos: favorece la síntesis  N-heterociclos: inhibe totalmente la síntesis  
Agua  
(exp 59) 
Polímero insoluble Polímero soluble 
Aumento la cantidad de polímero formado Disminuyo la cantidad de polímero formado 
aminoácidos: inhibe la síntesis  aminoácidos: inhibe la síntesis  
ácidos carboxílicos: favorece la síntesis ácidos carboxílicos: inhibe la síntesis 
N-heterociclos: inhibe la síntesis  N-heterociclos: inhibe la síntesis  
  
Disolución  
(exp 61) 
Polímero insoluble Polímero soluble 
polimerización: aumenta la velocidad de síntesis polimerización: disminuye la velocidad de síntesis 
aminoácidos: no altera la síntesis  aminoácidos: inhibe la síntesis  
ácidos carboxílicos: favorece la síntesis ácidos carboxílicos: inhibe la síntesis 
N-heterociclos: inhibe la síntesis  N-heterociclos: inhibe la síntesis  
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4.6.3.4 Influencia de la radiación UV en la síntesis de los polímeros de cianuro: 
mecanismos propuestos 
Se ha sugerido que la luz UV produce un aumento en la velocidad de polimerización 
del cianuro, con reordenamientos internos y desproporción.  194 Otros autores apuntan que la 
luz UV favorece la formación de especies de mayor peso molecular.  209   
Como ya se comentó, en soluciones irradiadas de cianuro, el agua absorbe 
predominantemente la radiación a 184.5 nm, produciendo iones H+, OH- y electrones 
solvatados. 195 Estos son los responsables de la fotolisis de las moléculas de cianuro, 
produciéndose las reacciones especificadas en la Tabla 15. Estos derivados podrían interferir 
en el proceso de polimerización del cianuro, generando mayor diversidad y concentración en 
ácidos carboxílicos. 
Sin embargo, las moléculas de cianuro no absorben a 254 nm, pero sí sus productos de 
reacción, como el diaminomaleonitrilo (DAMN), diaminofumaronitrilo (DAFN) y cianuro de 
2-amino-3-iminoacrilimidoil (AIAC).  196 Se ha propuesto que la polimerización del cianuro 
se da a través de mecanismos electrofílicos/nucleofílicos y/o radicalarios. Los pasos iniciales 
de  oligomerización del cianuro parecen estar bien caracterizados.  60 Se ha propuesto que el 
paso determinante de la reacción es el ataque nucleofílico del ión CN- al triple enlace CN del 
HCN para generar iminoacetonitrilo HN=CHCN (dímero de HCN). A continuación, se han 
propuesto dos mecanismos para la formación de DAMN. Por un lado se produciría la 
dimerización del iminoacetonitrilo 61 que generaría el DAMN y por otro lado, una adición 
secuencial de CN-  . La adición de otro HCN al iminoacetonitrilo generaría el trímero cianuro 
de 2-iminoacetimidoil (IAC) 55 o su tautómero aminomalonitrilo (AMN). 62 La adición de un 
cuarto HCN genera el tetrámero DAMN. Sin embargo los mecanismos de formación de 
oligómeros de cianuro de mayor tamaño no están claros. Únicamente dos estudios han 
examinado la posibilidad de que el DAMN sea el precursor principal en la síntesis de 
polímeros de HCN.  35, 58  
En 2013, Boulanger 196 propuso la formación de precursores de purinas a través de un 
mecanismo fotoquímico que implica al DAMN. Bajo radiación UV a 254 nm el DAMN se 
convierte en DAFN,  210 isómero trans del DAMN, alcanzando un estado fotoestacionario con 
predominancia del isómero trans sobre el cis. A continuación, como muestra la Figura 9 la 
fotoexcitación del DAFN favorecería la transposición de un H desde un NH2 a uno de los 
grupos  CN  generando  el  AIAC,  que  ciclaría  tanto  en  el  estado  basal  como excitado al 
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Figura 9. Posible mecanismo de reacción de las especies que absorben a 254nm en el 
proceso de polimerización del cianuro. Nótese que sólo el DAMN, DAFN y AIAC absorben a 254 nm. 
Adaptado de Boulanger196 y Sponer.  211  
intermediario azeteno. La apertura del anillo de 4 miembros y posterior 
reordenamiento daría lugar al carbeno N-heterocíclico (NHC) de 5 miembros, tautómero y  
precursor del 4-amino-1H-imidazol-5-carbonitrilo (AICN), que se presenta en 2 formas 
resonantes. 
La fotoisomerización del DAMN a AICN en agua y la síntesis de adenina a partir de 
éste se ha demostrado experimentalmente. 212, 213 Basándonos en los mecanismos de síntesis 
de adenina propuestos 113 a partir de la adición de una quinta molécula de HCN al AICN, se 
esperaría mayor porcentaje relativo en adenina en los experimentos irradiados, por ser mas 
ricos en AICN. Sin embargo, nuestros resultados indican lo contrario. En los polímeros 
solubles de cianuro sintetizados en presencia de interfase hielo-agua y radiación UV 
(experimento 60) se detectó un 1,2 % de adenina (h12), menos que en su respectivo 
experimento control sin irradiar (experimento 50), donde se detectó un 1,41 %. Si las 
polimerizaciones se llevaron a cabo a temperatura constante de 4 ºC, la radiación UV inhibió 
totalmente la formación de adenina (experimento 59) frente al 0,17% detectado en su 
respectivo experimento control sin irradiar (experimento 9). Dados estos resultados, parece 
que la radiación UV favorece el proceso de oligomerización por un lado, y por otro, degrada 
determinados productos de la reacción. En cualquier caso, parece claro el efecto protector y 
concentrador de reactivos y productos de la reacción por parte de las interfases hielo-agua.  
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4.6.3.5 Efecto conjunto de las sales y la radiación UV  
Se ha propuesto que la presencia de sales en el mar primitivo podría proteger a los 
aminoácidos 214 y nucleobases 215 de la fotodegradación inducida por la radiación UV.  Sin 
embargo, hasta la fecha, no se ha estudiado el efecto de las sales en la irradiación de matrices 
heladas.  
En nuestros experimentos llevados a cabo en interfase hielo-agua, se observó que la 
radiación UV (experimento 60) produjo un aumento en la diversidad de los monómeros 
identificados en los polímeros solubles e insolubles  respecto a su experimento control sin 
irradiar (experimento 50). La presencia de sales (experimento 62) amortiguó el efecto 
provocado por la radiación UV, disminuyendo, aparentemente la diversidad monomérica, 
respecto de su experimento control sin irradiar (experimento 53). En los experimentos 
llevados a cabo a temperatura constante de 4ºC (experimento 59) la presencia de sales 
amortiguó, aunque en menor medida, el efecto de la radiación UV (experimento 61), en este 
caso, fotodestructor. 
La presencia de sales amortigua el efecto de la radiación UV en los procesos de 
polimerización del cianuro. En relación a la identificación de monómeros, la radiación UV 
genera mayor diversidad monomérica en presencia de interfases hielo-agua pero a 
temperatura constante de 4 ºC, la radiación UV tiene un papel fotodestructor. En presencia de 
interfases hielo-agua, la presencia de una disolución salina disminuye la diversidad generada 
por la radiación UV, mientras que en aquellas polimerizaciones realizadas a temperatura 
constante de 4ºC , sin interfases hielo-agua, el efecto fotodestructor de la radiación UV es 
menor. Es decir, las sales tienen un efecto protector sobre la radiación UV.  
4.6.4  Conclusiones 
La radiación UV produjo efectos diferentes en los polímeros de cianuro solubles e 
insolubles sintetizados, dependiendo de las interfases utilizadas. En los experimentos 
realizados en presencia de la matriz hielo-agua, la radiación UV aumentó la diversidad 
monomérica en los polímeros insolubles de cianuro. Sin embargo, en los polímeros solubles 
este incremento en diversidad fue menor, aumentando, principalmente el porcentaje relativo 
de determinados compuestos, como glicina (a1) y ácido oxálico (c13). 
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Sin embargo, la radiación UV en disoluciones acuosas a 4ºC disminuyó la diversidad 
monomérica detectada en los polímeros solubles e insolubles de cianuro, de la misma forma, 
el porcentaje relativo de monómeros en los polímeros solubles también fue menor. 
La presencia de sales amortiguó el efecto de la radiación UV en las matrices heladas y 
en las soluciones acuosas a 4ºC. 
Por tanto, las interfases hielo-agua pueden ser consideradas como un entorno 
prebióticamente favorable para la producción de biomonómeros y compuestos relacionados 
aún en presencia de radiación UV, que a su vez incrementaría la diversidad monomérica 
especialmente de ácidos carboxílicos. 
Por tanto, la propuesta de una Tierra helada, global o parcialmente, donde se 
produzcan procesos de congelación-fusión, es un medio-ambiente favorable para la evolución 
química, ya que favorece la concentración de reactivos prebióticos, protege de la 
fotodegradación e incrementa la diversidad de moléculas orgánicas disponibles para la 
aparición de la vida apoyando el posible “escenario del glioxilato”.  
4.6.5 Materiales y métodos 
4.6.5.1 Reacciones de polimerización de cianuro en presencia de interfaces hielo-
agua y  radiación UV 
Las disoluciones en matrices heladas se prepararon a partir de NaCN y NH4Cl  en 
concentración equimolar (1M, 50 mL) en agua ultrapura y desgasificada o en presencia de una 
disolución salina (experimentos 50, 53, 60 y 62) como queda previamente descrito en 4.5.5.1 
Polimerización de cianuro en interfase hielo-agua. 
Los experimentos en presencia de radiación UV (59, 60, 61 y 62) se realizaron a una 
temperatura de 4 ºC (experimentos 59 y 61), o en presencia de interfases hielo-agua 
(experimentos 60 y 62) utilizando una lámpara UV como queda previamente descrito en 
Polimerización de cianuro en interfase aire-agua en presencia de radiación UV. Los 
experimentos en ausencia de radiación UV (experimentos 9, 12, 50, y 53) se prepararon como 
descrito en 4.5.5.1  Polimerización de cianuro en interfase hielo-agua.  El tiempo de reacción 
fue de 30 días. Transcurrido el tiempo de reacción, se dejó que el sistema alcanzará la 
temperatura ambiente y se midió el pH de los de las reacciones resultantes. Los crudos de 
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reacción se centrifugaron y liofilizaron como anteriormente se ha descrito. Se separaron los 
polímeros solubles e insolubles como se detalla en 4.3.6.1 Synthesis of the HCN polymers. 
. Las muestras secas se almacenaron bajo atmósfera inerte a -80 ºC hasta su posterior 
análisis. Se realizó el análisis mediante GC-MS como queda descrito en la sección 4.3.6.1.1 
Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). 
 5 FRACCIONAMIENTO DE LOS 
POLÍMEROS DE CIANURO 
MEDIANTE ELECTROFORESIS Y 
ULTRAFILTRACIÓN  
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5.1 DETECTION OF MACROMOLECULAR FRACTIONS IN HCN 
POLYMERS USING ELECTROPHORETIC AND ULTRAFILTRATION 
TECHNIQUES  
Margarita R. Marín-Yaseli, Cristina Cid, Ana I. Yagüe, Marta Ruiz-Bermejo  
Chem Biodiversity. 14: n/a, e1600241. (2017) 
 
Abstract: 
 Elucidating the origin of life involves synthetic as well as analytical challenges. 
Herein, for the first time, we describe the use of gel electrophoresis and ultrafiltration to 
fractionate HCN polymers. Since the first prebiotic synthesis of adenine by Oró, HCN 
polymers have gained much interest in studies on the origins of life due to the identification of 
biomonomers and related compounds within them. Here, we demonstrate that 
macromolecular fractions with electrophoretic mobility can also be detected within HCN 
polymers. The migration of polymers under the influence of an electric field depends not only 
on their sizes (one-dimensional electrophoresis) but also their different isoelectric points (two-
dimensional electrophoresis, 2-DE). The same behaviour was observed for several 
macromolecular fractions detected in HCN polymers. Macromolecular fractions with apparent 
molecular weights as high as 250 kDa were detected by tricine-SDS gel electrophoresis. 
Cationic macromolecular fractions with apparent molecular weights as high as 140 kDa were 
also detected by 2-DE. The HCN polymers synthetized were fractionated by ultrafiltration. As 
a result, the molecular weight distributions of the macromolecular fractions detected in the 
HCN polymers directly depended on the synthetic conditions used to produce these polymers. 
The implications of these results for prebiotic chemistry will be discussed.  
Keywords: HCN polymers, gel electrophoresis, ultrafiltration, prebiotic chemistry  
5.1.1 Introduction 
Although HCN polymers have been known since the early 19th century, only since the 
1960s have HCN polymers began to attract interest, especially in studies on the origins of life. 
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34, 38, 60, 62, 64, 216, 217 HCN is considered to be one of the most important and versatile building 
blocks for the prebiotic construction of biomolecules since the synthesis of adenine by Oró.  30  
HCN polymers are considered key in the primeval evolution of protometabolism and 
informational systems.  124, 133  Additionally, HCN polymers are of interest in the fields of 
astrobiology and cosmochemistry.  36, 218, 219 Recently, it has been proposed that particular 
structures of the HCN polymers might be catalytically active and promote prebiotic reaction 
chemistry on Titan and also may be models for functional materials design.  220 Indeed, HCN 
polymers have recently been used as coating materials.  221, 222   
HCN polymers, also known as HCN oligomers, azulmic acid or azulmin, are 
heterogeneous solids ranging in colour from yellow or orange to brown or black, depending 
on the degree of polymerization and/or cross-linking processes. In general, HCN polymers 
can be spontaneously obtained from HCN or from its soluble salts such as NaCN and KCN in 
the presence of bases such as ammonia, working at basic pH (between 8 and 10) or in the 
presence of free radicals from ionising radiation. It is well known that concentrated solutions 
of HCN (< 0.01 M) can polymerize, whereas hydrolysis becomes dominant in dilute 
solutions. 32 Taking into account the production rates of HCN in the primitive atmosphere and 
the experimental hydrolysis rates, the steady-state concentration of HCN in the primitive 
ocean could ranged between 4×10 -6
 
and 2×10 -8
 
M at pH 8 between 0°C and 25 °C.  39 
Miyakawa et al. estimated this concentration to be approximately 2 × 10 -6
 
M at pH = 8 and 0 
°C . 119 Therefore, if HCN polymerization was actually important for the production of the 
first and essential biomolecules, there must have been routes by which dilute HCN solutions 
were efficiently concentrated. Because HCN is more volatile than water, it cannot be 
concentrated by evaporation if the pH is lower than the pKa of HCN (9.2 at 25 °C). A 
plausible mechanism for the concentration of cyanide in the early oceans involves eutectic 
freezing. 73 Additionally, the oligomerization of HCN was recently reported in dilute aqueous 
solutions from floating HCN patches,  132 and HCN may also polymerize in natural, highly 
alkaline environments, such as the soda lakes and in the interlayer framework of double-
layered hydroxides.  144 Ferrocyanides have also been shown to be a prebiotic source of 
cyanide.  136, 137, 223 Therefore, there were multiple plausible prebiotic environments in which 
HCN may have been concentrated and later polymerized.  HCN polymers may contain 
fragments with a broad distribution of molecular weights 123. However, few examples have 
been reported regarding this topic (i.e., studies of the molecular weight distribution of HCN 
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polymers are limited).  57, 59, 113, 224, 225 In the present study, for the first time, we used gel 
electrophoresis and ultrafiltration techniques for the fractionation of HCN polymers, as a step 
towards obtaining a better understanding of the macromolecular nature of these complex 
substances.  
On the other hand, the polymerization reactions of cyanide may be excellent examples 
for exploring the issue of increasing molecular complexity, which is considered a prerequisite 
for the emergence of life. HCN is a simple and ubiquitous molecule in the Universe and can 
not only react under multiple conditions to form some of the contemporary biomonomers  38, 
60, 64 but also produce polymeric substances. The macromolecular structures of the HCN 
polymers are not currently well defined 35, 55, 58, 69, 70  and their properties have been scarcely 
studied.  63, 149 Much effort has focused on the chemical activation of biomonomers for the 
production of the contemporary biopolymers under plausible prebiotic conditions.  226-229 
However, the genesis of life can also be understood from an evolutionary perspective, and 
other polymers have been considered as precursors to contemporary biochemistry.  230-232 In 
any case, the contemporary biopolymers, such as proteins, nucleic acids and carbohydrates, 
present electrophoretic mobility. In this study, several macromolecular fractions with 
electrophoretic mobility were detected in HCN polymers. Due to this property and the fact 
that they are formed by biomolecules present in living systems and show diversity in length as 
well as in functional groups, as we shall see below, these macromolecular fractions might be 
considered as protobiopolymers.  233  Additionally, it is necessary to indicate that the 
structural characterization and study of the potential catalytic and informational properties of 
these macromolecular fractions with electrophoretic mobility is out the scope of the present 
paper. Herein, we investigated HCN polymers from only an analytical perspective to help 
solve the challenging analytical problems in studies on the origin of life 234 and to provide 
new information about the very complex nature of the HCN polymers. An exhaustive study of 
several HCN polymers synthetized under different experimental conditions will help us to get 
light for the characterization of these substances. Herein, we studied several HCN polymers 
synthetized using equimolar amounts of NaCN and NH4Cl 
35, 235  or using NaCN at a pH of 
9.2 (the pKa of HCN) 
 32, 113, 171, 205, 236 under different experimental conditions using pure 
water or aqueous saline solutions as solvents, and in the presence of oxygen or under an inert 
atmosphere of nitrogen. Because the initial pH of all the reactions carried out herein was 9.2 
or higher (9.5), HCN was found in its anionic form, cyanide, prior to the polymerization 
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process. An alkaline environment was used in most of the reactions reported in the literature 
for the production of HCN polymers. Therefore, we will also discuss cyanide polymerization 
reactions. In addition, high pH appears to favour the production of organics under possible 
prebiotic conditions,   144, 232 and HCN would be present as cyanide ion under those particular 
conditions. Thus, HCN polymers were synthetized using different experimental conditions 
and were fractionated using gel electrophoresis (mono- and bidimensional) and ultrafiltration. 
In addition, the synthesized HCN polymers were analyzed by GC-MS in order to test the 
presence of monomers of biological interest (i.e., amino acids, carboxylic acids and N-
heterocycles) and in an attempt to determine the possible relationship between the nature of 
the macromolecular fractions detected by two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) and 
their monomeric compositions. The influence of the synthetic conditions in the production of 
the HCN polymers and in their macrostructures was investigated. The implications of the 
analytical results for prebiotic chemistry are discussed.  
5.1.2 Results and discussion  
5.1.2.1 Synthesis of the HCN polymers  
Two sets of HCN polymers were synthesized from NH4CN or NaCN at a pH of 9.2 
(the pKa of HCN) at different temperatures using pure water or saline solutions in air or under 
an inert atmosphere (experimental conditions 1-24, Table 19). All of the polymerization 
reactions of cyanide in aqueous solutions were performed using pure water as previously 
described in the literature. In this study, we also evaluated the effects of the saline solutions 
on these polymerization processes in an effort to simulate the plausible salty conditions of the 
ancient sea.  90, 152 In all of the syntheses, we collected the insoluble black solids (insoluble 
HCN polymers) and brown solutions after centrifugation of the crude reaction mixtures. The 
insoluble HCN polymers and freeze-dried solutions were studied separately. The water- 
soluble brown solids that were obtained after freeze-drying were concentrated by 
ultrafiltration using centrifugal devices with a cut-off of 3 kDa (soluble HCN polymers).  
5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis  
The insoluble and soluble HCN polymers were fractionated by tricine-SDS gel 
electrophoresis (Figure 10). The insoluble HCN polymers were resuspended and fractionated  
by  gel e lectrophoresis.  Despite t he  width  of  the  bands,  discrete  fractions  were assigned:  
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Table 19. Experimental conditions used for the production of HCN polymers. The experiments 
were carried out in the presence of O2 (+) under atmospheric pressure or in its absent (-) under N2 
atmosphere.  
Entry Reactant[a] c (M) Initial pH T  (ºC) Salts O2 %[b] % Weight[c] 
1 NH4CN 1 9.5 38 - + 33 19 
2 NH4CN 1 9.5 r.t. - + 16 39 
3 NH4CN 1 9.5 4 - + 2 75 
4 NH4CN 1 9.5 38 + + 33 21 
5 NH4CN 1 9.5 r.t. + + 22 51 
6 NH4CN 1 9.5 4 + + 6 83 
7 NH4CN 1 9.5 38 - - 15 7 
8 NH4CN 1 9.5 r.t. - - 7 24 
9 NH4CN 1 9.5 4 - - 1 21 
10 NH4CN 1 9.5 38 + - 22 14 
11 NH4CN 1 9.5 r.t. + - 19 17 
12 NH4CN 1 9.5 4 + - 1 2 
13 NaCN 1 9.2 (HCl) 38 - + 26 5 
14 NaCN 1 9.2 (HCl) r.t. - + 19 41 
15 NaCN 1 9.2 (HCl) 4 - + 12 41 
16 NaCN 1 9.2 (HCl) 38 + + 46 25 
17 NaCN 1 9.2 (HCl) r.t. + + 36 61 
18 NaCN 1 9.2 (HCl) 4 + + 12 59 
19 NaCN 1 9.2 (HCl) 38 - - 22 2 
20 NaCN 1 9.2 (HCl) r.t. - - 17 8 
21 NaCN 1 9.2 (HCl) 4 - - 3 3 
22 NaCN 1 9.2 (HCl) 38 + - 30 18 
23 NaCN 1 9.2 (HCl) r.t. + - 22 5 
24 NaCN 1 9.2 (HCl) 4 + - 4 9 
.  [a] Equimolar solutions of NH4Cl and NaCN (1M) or solutions of NaCN (1M) at pH 9.2, 
adjusted with HCl, were left to stand to four weeks. [b] Yield of the insoluble HCN polymers based on 
the total carbon input in the system. [c] % in weight of the soluble HCN polymers based on the total 
water soluble organic matter obtained in the polymerization process. 
 
macromolecular fractions with electrophoretic mobility and apparent molecular 
weights limited to a narrow range were obtained. Therefore, the HCN polymers could be 
fractionated by gel electrophoresis, and macromolecular fractions with electrophoretic 
mobility were detected. These macromolecular fractions had high apparent molecular 
weights, as high as 250 kDa. The molecular weight distribution of these macromolecular 
fractions was more homogeneous in the insoluble HCN polymers than in the soluble HCN 
polymers. In general, the insoluble HCN polymers produced fractions that exhibited the same 
number of bands and the same apparent molecular weights, except for the fractions from the 
experiments conducted at 38 °C (Figure 10a and b), for which the heaviest fractions were not 
observed. The soluble HCN polymers contained discrete macromolecular fractions with 
electrophoretic mobility as well as fractions with a continuous distribution of molecular 
weights (i.e., smears in the  tricine-SDS gels).  
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Figure 10. Tricine-SDS gel electrophoresis of a) insoluble HCN polymers synthesized under 
atmospheric pressure (1-6 and 13-18), b) insoluble HCN polymers synthesized under an N2 
atmosphere (7-12 and 19-24), c) soluble HCN polymers synthesized under atmospheric pressure (1-6 
and 13-18) and d) soluble HCN polymers synthesized under an N2 atmosphere (7-12 and 19-24). The 
synthetic conditions for each polymer are provided in Table 19. The Tricine-SDS gel electrophoris was 
specially development to fractionate biopolymers. In the present case, this technique was used to 
fractionate synthetic polymers and therefore the electrophoric method used it is likely not the better for 
a good fragmentation but it allows to detect possible macromolecular fractions with electrophoretic 
mobility. The 2-DE resolve the wide look of the bands showed here and well-defined spots were 
observed (Figure 12).  
 
5.1.2.2.1 Intermediate products in cyanide polymerization  
Temperature directly influences cyanide polymerization, 217 high temperaturas 
enhance the yields of insoluble HCN polymers,  56 which is in agreement with our results 
(Table 19, Figure 10). Therefore, if the insoluble black HCN polymers are considered the 
final products from the reactions and their yields increase at high temperatures, the 
insolubility of the black HCN polymers should be correlated with a high degree of 
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polymerization and/or cross- linking. The heaviest macromolecular fractions with 
electrophoretic mobility were not observed in the insoluble HCN polymers in the experiments 
conducted at the highest temperatures (i.e., in the experiments that achieved a higher degree 
of polymerization and/or cross-linking). Therefore, the intermediate products from the 
polymerization of cyanide were observed in the experiments conducted at lower temperatures 
(i.e., room-temperature and 4 °C) and in the soluble HCN polymers. This process ultimately 
produced polymers with the highest degree of polymerization and/or cross-linking (i.e., the 
insoluble black HCN polymers). Supporting this hypothesis, the relative % weight of the 
soluble HCN polymers was typically lower in the experiments conducted at a higher 
temperature, but the yields of the insoluble HCN polymers were greater at higher 
temperatures Table 19, Figure 12). 
Therefore, the macromolecular fractions with electrophoretic mobility were 
intermediate products in the polymerization process of cyanide because they were not 
observed in the insoluble HCN polymers that were obtained at the highest temperature. The 
soluble HCN polymers can also be considered intermediate products due to their low yield in 
the systems that exhibited a higher grade of polymerization and/or cross-linking. This study of 
the macromolecular fractions with electrophoretic mobility and the soluble HCN polymers 
aids in understanding of the formation pathway of insoluble HCN polymers and in elucidating 
the optimal synthetic conditions from a prebiotic point of view.  
5.1.2.3 Elemental analysis of the insoluble HCN polymers  
In the previous section, we saw that the temperature has a notable influence in the 
yield of the insoluble HCN polymers. Indeed, the presence of oxygen and salts also seems to 
increase the yields for the insoluble HCN polymers, as one can see in Figure 11. For explore 
these results, the elemental analysis of some representative samples synthetized in the present 
work were recorded (Table 20). In Table 20, it is also reviewed the scarce data reported in 
the bibliography about of the elemental analysis of several HCN polymers synthetized by 
other authors, using other experimental conditions. Taking into account these data, all the 
HCN polymers synthetized in the presence of water contain oxygen. Only the HCN polymers 
synthetized under anhydrous conditions does not present oxygen in their structures.  62, 70, 218 
The  amount  of  oxygen is  around  10-25%  for the insoluble HCN polymers  obteined  from 
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Figure 11. Yields for the insoluble HCN polymers based on the total carbon input of the system. 
All insoluble HCN polymers containing around 36-37 % in weight of carbon (these % were determinate 
by elemental analysis measurements using a Perkin Elmer elemental analyzer, model CNHS-2400): a) 
NH4CN series (insoluble HCN polymers 1-12) and b) NaCN (pH 9.2) series (insoluble HCN polymers 
13-24). The synthetic conditions for each polymer are shown in Table 19.  
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Figure 12. Relative % weight for the soluble HCN polymers based on the total water-soluble 
organic matter obtained for the a) NH4CN series (soluble HCN polymers 1-12) and b) NaCN (pH 9.2) 
series (soluble HCN polymers 13-24). The experimental synthetic conditions for each polymer are 
listed in Table 19.  
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net HCN, in aqueous environment and in the absence of air. The presence of oxygen in these 
HCN polymers may be due to the hydrolytic cleavage of the water molecule.  237 However, 
these O% are similar to those found for insoluble HCN polymers produced from NaCN or 
KCN in the presence of oxygen, 19.2% and 15.7 %, respectively. The O% for the insoluble 
HCN polymer 7, synthetized under inert atmosphere of nitrogen, was calculated by difference 
(Table 20). However, the data of the elemental analysis for the insoluble HCN polymer 7 are 
very similar respect on its analogous insoluble HCN polymer 1 synthetized in the presence of 
oxygen. Similar results were obtained when the elemental composition of insoluble HCN 
polymers 4 and 10 are compared or when are compared the insoluble HCN polymers 13 and 
19, i.e. the O% of the samples synthetized in the presence of air is not higher than the O% of 
the samples synthetized in the absence of oxygen. Therefore, the presence of oxygen in the 
macrostructures of the insoluble HCN polymers may be due to the hydrolytic cleavage of the 
water molecule. The increase of the yields of the reactions carried out in the presence of air 
may be due to the active role that the oxygen might play in the polymerization process of 
cyanide, thought a pathway no described yet. In this sense, Ferris and Edelson 114  indicated a 
possible oxidation of the diaminomaleonitrile (the main intermediate compound considered in 
the production of HCN polymers) to diiminomaleonitrile by the action of the O2 or by the 
oxidation of the reduced HCN oligomers to oxidize HCN oligomers also by the action of O2. 
However, as we shall see below the presence of oxygen has not apparently influence in the 
production of the macromolecular structures of the HCN polymers, at least to a FT-IR 
spectroscopy level, but favours the production of macromolecular fractions  with  
Table 20. Elemental analysis of insoluble HCN polymers synthetized under multiple 
experimental conditions. * The content in oxygen of the sample was calculated by difference. NR = no 
reported.  
 
Insoluble polymer C (%) H (%) N (%) O (%) C/H C/N C/O Ref. 
1 36.2 3.9 39.6 19.2 9.28 0.91 1.88 35, 63  
KCN+NH4Cl 36.5 4.2 39.2 15.7 8.69 0.93 2.32  235 
HCN(g)+H2O(l) 30.7 4.0 46.4 18.1 7.67 0.66 1.69 35, 63 
HCN(l)+NH3(aq) 35.1 4.2 36.0 25.4 8.35 0.98 1.38 35, 63 
HCN(g)+NH3(aq) 39.6 4.0 46.1 10.4 9.90 0.86 3.80 62  
HCN(l)+NH3(aq)+Et3N 35 NR 38 12 - 0.90 2.91  238 
HCN(aq)+NH4OH 38.8 4.0 40.9 16.4 9.70 0.95 2.36 56 
HCN(aq)+NH3 (aq) 40.2 3.8 41.8 NR 10.56 0.96 - 185 
HCN(l) + NH3 44.5 4.0 52.5 NR 11.12 0.85   62 
HCN(l) + NH3(g) 43.1 4.3 52.6 Traces 10.02 0.81   70, 218 
4 35.0 3.9 36.4 24.7* 8.97 0.96 1.41* This work 
7 37.2 4.2 38.2 20.4* 8.85 0.97 1.82* This work 
10 35.1 4.0 36.6 24.3* 8.77 0.95 1.44* This work 
13 36.0 3.9 36.1 24.0* 9.23 0.99 1.50* This work 
16 35.8 3.9 35.8 24.5* 9.17 1.00 1.46* This work 
19 36.1 3.9 35.4 24.6* 9.25 1.02 1.46* This work 
22 36.0 3.8 34.2 26.0* 9.47 1.05 1.38* This work 
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electrophoretic mobility as it is showed by 2-DE. 
On the other hand, the presence of salts also increase the production of the insoluble 
HCN polymers. This fact might be due to the presence of absorbed ions in the network of the 
insoluble HCN polymers. However, only little differences were found in the elemental 
composition of the insoluble HCN polymers synthetized using pure water or saline solutions. 
In addition, no great differences were found in the FT-IR spectra of the insoluble HCN 
polymers synthetized under all conditions described in the present work.  
5.1.2.4 FT-IR spectra of the HCN polymers  
5.1.2.4.1 FT-IR spectra of the insoluble HCN polymers  
Comparatively, the FT-IR spectra of all the insoluble HCN polymers 1-24 were 
similar (Figure 13). In general lines, the same functional groups were observed in all cases: 
primary and secondary amines, CN and carbodiimide groups, amides, imines, urea and 
triazines and azoxy groups (for a detailed assignation of the features, please see the references 
35, 63 ). Also in general lines, the broad bands centered at 1648 cm-1 seems to be better resolved 
in their components for the spectra of the HCN polymers synthetized at the lowest 
temperatures (blue lines) and the absorption band related to the cyanide functional group (-
C≡N stretching vibration) at ~ 2200 cm-1 vary in appearance, multiplicity and position from 
samples to sample (Figure 14). Slight differences were observed between the insoluble HCN 
polymers synthesized from NH4CN and from NaCN: i) The band that was assigned to the 
cyanide groups, centered at 2200 cm-1, appeared unfolded in some insoluble HCN polymers 
synthesized from NaCN (pH 9.2) (Figure 14); ii) A sharp fear centered at 3703 cm-1 
 
was 
observed in the spectra of the insoluble HCN polymers 16 and 22 (Figure 13d, red lines). 
This band could be assigned to –OH in alcohols and phenols. Therefore, it seems that the 
cyanide polymerization processes in aqueous environments evolved to form the same or at 
least very similar final products, independently of the reaction conditions, as we could infer 
by their FT- IR spectra. Indeed, insoluble HCN polymers synthetized under anhydrous and 
anoxic conditions exhibit similar FT-IR spectra to those reported herein,  70, 218  in spite of the 
clear differences found by elemental analysis measurements. However, the gel- 
electrophoresis provides details that the FT-IR spectra cannot show such as the identification 
of the intermediate products of reaction. Therefore, the information provided by FT-IR 
spectroscopy and electrophoresis must be considered complementary. The electrophoresis is a 
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technique with a greater grade of resolution than FT-IR spectroscopy but not provide any 
structural information at functional group levels. Nevertheless, the electrophoresis is an 
excellent tool to find intermediate products in the cyanide polymerization processes and to  
check the homogeneity of the sample and the grade of polymerization and/or cross-linking of  
the system.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 13. FT-IR spectra of the insoluble HCN polymers synthetized from a) NaCN + NH4Cl 
using pure water (insoluble polymers 1-3 and 7-9); b) ) NaCN + NH4Cl using a saline solution 
(insoluble polymers 4-6 and 10-12); c) NaCN (pH 9.2) using pure water (insoluble polymers 13-15 and 
19-21) and d) NaCN (pH 9.2) using a saline solution (insoluble polymers 16-18 and 22-24). In red the 
spectra of the HCN polymers synthetized at 38 ºC, in green at r.t and in blue at 4 ºC. In solid lines the 
spectra of the HCN polymers synthetized in the presence of air and in dash line the spectra of the 
HCN polymers synthetized under an inert atmosphere of nitrogen. 
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Figure 14. Absorption bands related to the nitrile functional groups (-C≡N stretching vibration): 
a) from insoluble HCN polymers synthetized using NaCN + NH4Cl and pure water and b) from HCN 
polymers synthetized using NaCN (pH 9.2) and pure water. In red the spectra of the HCN polymers 
synthetized at 38 ºC, in green at r.t and in blue at 4 ºC. In solid lines the spectra of the HCN polymers 
synthetized in the presence of air and in dash line the spectra of the HCN polymers synthetized under 
an inert atmosphere of nitrogen.  
 
5.1.2.4.2 FT-IR spectra of the soluble HCN polymers  
As we can said above, the soluble HCN polymers could be considered intermediate 
products in the cyanide polymerization process and due to it, they must be studied in deep. As 
in the case of the insoluble HCN polymers, their analogous soluble polymers were analyzed 
by FT- IR spectroscopy. Significant differences were observed between the soluble polymers 
synthetized from NH4CN (Figure 15 and b) and from NaCN (pH 9.2) (Figure 15c and d). In 
general lines, the FT-IR spectra of the soluble HCN polymers 1-12 (Figure 15a and b), 
exhibit the following main bands: The bands centered at 3360 and 3160 cm-1 
 
may 
correspond to secondary amines (-NH2 a antisym. stretch and -NH2 sym. stretch, 
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respectively); bands centered at 3060 and 1410 cm-1 
 
correspond to the NH4
+ cation; the weak 
feature at 2210 cm-1 
 
can be assigned to CN stretch (in nitriles); a feature at 1660 cm-1 
 
that may be assigned to C=O stretch (in carbonyl compounds, ureas and amide I band) and/or 
C=N stretch (in imines and oximes) and/or NH2 deformation (in primary amines) and/or ring 
stretch in triazine compounds. The FT-IR spectra of the soluble HCN polymers 13-24 (Figure 
15 c and d) also show the bands related to secondary amines, the same intense band centered 
at 1660 cm -1
 
and features related to –C=N bonds. The bands that correspond to the -CH 
stretch (2930-2920 cm-1 
 
and 2850-2820 cm-1), to -CH2 scissors vibration and/or –CH3 
antisym. vibration (1440-1420 cm-1) and –CH3 sym deformation (1370-1360 cm
-1) were 
observed in both series of soluble HCN polymers but were more intense in the FT-IR spectra 
of the NaCN series, and specially in the polymers synthetized using pure water (Figure 15 c). 
Indeed, a greater diversity in functional groups was observed in the FT-IR spectra of the 
soluble HCN polymers from NaCN than in the polymers from NH4CN, particularly in those 
polymers synthetized at room-temperature (soluble HCN polymers 14, 17, 20 and 23, green 
lines in Figure 15 c and d). The following results were noteworthy: i) the presence of bands 
related to –NH stretching modes of –NH3+in amine hydrohalides (2510-2490 cm-1) in the 
soluble HCN polymers produced using pure water as solvent (Figure 16 b) ii) the sharp bands 
at 2250 cm-1 
 
related to the N=C=O antisym. stretch (in isocyanates) and/or the CN stretch 
(in nitriles linked to aromatic rings) and at 2175 cm-1 
 
that may be assigned to the C≡N 
stretch (in isonitriles or nitriles linked to unsaturated chains; Figure 16 b); iii) the feature at 
2091 cm-1 
 
that may be related to the N=N=N antisym stretch (in azide) and/or the N=C=N-
antisym stretch (in carbodiimides; Figure 16 b); iv) the very sharp feature centered at 1450 
cm-1 
 
that may be related to CH2 scissors vibration, CH3 antisym vibration, in-plane OH 
bending (OH in carboxylic acids), C-N stretch (amide III band) and/or N=N-O antisym stretch 
(azoxy compounds; Figure 15 c and d); and v) the very sharp band at 885 cm-1 
 
that may be 
related to NH2 wag (R-NH2 primary amines) and/or CH out-plane deformation (in benzenes).  
Based on the FT-IR spectra of the soluble HCN polymers, we can say that: i) no great 
structural differences were observed between the soluble HCN polymers from syntheses 
conducted in the presence or absence of oxygen for the same starting reactant; ii) the greatest 
structural differences were found among the soluble HCN polymers 1-6 synthetized from 
NH4CN and the soluble HCN polymers 13-18 synthetized from  NaCN;  iii)  the soluble HCN  
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Figure 15. FT-IR spectra of the soluble HCN polymers synthetized from a) NaCN + NH4Cl using 
pure water (insoluble polymers 1-3 and 7-9); b) ) NaCN + NH4Cl using a saline solution (insoluble 
polymers 4-6 and 10-12); c) NaCN (pH 9.2)l using pure water (insoluble polymers 13-15 and 19-21) 
and d) NaCN (pH 9.2) using a saline solution (insoluble polymers 16-18 and 22-24). In red the spectra 
of the HCN polymers synthetized at 38 ºC, in green at r.t and in blue at 4 ºC. In solid lines the spectra 
of the HCN polymers synthetized in the presence of air and in dash line the spectra of the HCN 
polymers synthetized under an inert atmosphere of nitrogen.  
polymers 13- 24, particularly those synthetized using pure water as solvent (13-18), 
presented a higher diversity of functional  groups than the soluble HCN polymers 1-12; and 
iv) although the soluble HCN polymers from both synthetic series could be structurally 
related, the soluble HCN polymers from NaCN seem to be more complex. It seems that the 
ammonium as a starting reactant have a notable influence in the pathways for the cyanide 
polymerization  process  and  apparently,  the  presence  of  oxygen  has  structurally  minor 
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Figure 16. Absorption bands related to the nitrile, amine hydroalides, isocyanate, azide and 
carbodiimide functional groups: a) from insoluble HCN polymers synthetized using NaCN + NH4Cl and 
pure water and b) from HCN polymers synthetized using NaCN (pH 9.2) and pure water. In red the 
spectra of the HCN polymers synthetized at 38 ºC, in green at r.t and in blue at 4 ºC. In solid lines the 
spectra of the HCN polymers synthetized in the presence of air and in dash line the spectra of the 
HCN polymers synthetized under an inert atmosphere of nitrogen. Band assigments are given in the 
text.  
 
influence in this process. In general lines, the final products of the reactions, insoluble HCN 
polymers, are resemble among them but the pathway to their formation might be not unique. 
The ammonium seems to play a dramatic role in these polymerization processes.  
5.1.2.5 Fractionation of soluble HCN polymers by 2-DE  
To further investigate the polymerization process, the soluble HCN polymers from the 
synthesis conducted at room temperature (2, 5, 8, 11, 14, 17, 20 and 23) were fractionated by 
2-DE because these reactions exhibited greater electrophoretic macromolecular diversity (i.e., 
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a greater number of spots) (Figure 10 and Figure 17). Unfortunately, all attempts to 
fractionate the insoluble HCN polymers using this technique were unsuccessful. The greatest 
electrophoretic macromolecular diversity was observed for soluble HCN polymer 2 (Figure 
18, Table 21). Anionic and cationic macromolecular fractions with electrophoretic mobility 
were observed, and macromolecular fractions with electrophoretic mobility and apparent 
molecular weights as high as 125 kDa were detected (Figure 18a, Table 21). In general, a 
greater electrophoretic macromolecular diversity was observed for the polymers synthesized 
in the presence of ammonium ions and oxygen (soluble HCN polymers 2 and 5, Figure 18a 
and b). Well- defined macromolecular fractions with electrophoretic mobility and apparent 
molecular weights as high as 140 kDa were identified by 2-DE (soluble HCN polymer 14, 
Figure 18e, Table 21). Most macromolecular fractions with electrophoretic mobility 
identified by 2-DE were cationic. However, all of the macromolecular fractions with 
electrophoretic mobility that were identified in soluble HCN polymer 8 were cationic (Figure 
18c).  
 
Figure 17. Electrophoretic behavior as a function of the temperature of the synthesis. The 
number of tricine-SDS gel electrophoretic spots differed significantly (Figure 10). Comparison of 
insoluble HCN polymers (a) or soluble HCN polymers (b) synthesized at different temperatures. 
Statistical analyses were performed with an ANOVA test and Dunnett's multiple comparison post-test 
(***p < 0.0001). The samples from the room temperature experiments were chosen for subsequent 
analysis. 
  
 
Figure 18. Macromolecular fractions obtained under different experimental conditions were resolved by 2-DE followed by image analysis. The numbered spots marked 
with circles correspond to individual macromolecular fractions and are included in Table 21. (a) = soluble HCN polymer 2; (b) = soluble HCN polymer 5; (c) = soluble HCN 
polymer 8; (d) = soluble HCN polymer 11; (e) = soluble HCN polymer 14; (f) = soluble HCN polymer 17; (g) = soluble HCN polymer 20; (h) = soluble HCN polymer 23.  
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Table 21. Electrophoretic characteristics of spots obtained by the 2D fractionation of soluble 
HCN polymers. App Mw = apparent molecular weight; App pI = apparent isoelectric point. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.1.2.6 GC-MS analyses of the soluble HCN polymers  
All of the soluble HCN polymers (1-24) were analyzed by GC-MS to optimize the 
synthetic conditions that would improve the prebiotic formation of biomonomers and relate 
the number and nature of the spots identified by 2-DE to the possible monomeric 
composition. A complete list of the individual polar organic compounds identified and their % 
relative weights is provided in Table S3 and Table S4. As expected, the main individual 
polar organic compounds were oxalic acid, urea and glycine (Figure 19 and Figure 20) .  35, 
38, 114, 235 The histograms in Figure 19 and Figure 20  are similar. The maximum yields for 
Soluble HCN polymer Nº Spots Spot App Mw App pI 
2 13 
201 125 4.0 
202 75 4.0 
203 80 5.5 
204 105 8.9 
205 63 10.6 
206 45 9.8 
207 58 3.9 
208 41 9.2 
209 38 10.8 
210 11 4.0 
211 30 5.6 
212 34 7.5 
213 29 7.7 
5 9 
501 31 3.8 
502 12 5.0 
503 65 10.7 
504 53 10.6 
505 50 10.5 
506 20 7.8 
507 32 9.8 
508 33 10.4 
509 15 10.5 
8 5 
801 110 10.1 
802 80 9.1 
803 65 10.6 
804 43 10.7 
805 33 10.6 
11 3 
1101 95 6.2 
1102 90 9.1 
1103 100 9.5 
14 5 
1401 140 5.4 
1302 110 8.8 
1403 65 10.6 
1404 60 10.6 
1405 15 8.6 
17 4 
1701 100 3.7 
1702 36 3.8 
1703 44 9.0 
1704 16 8.6 
20 0 - - - 
23 0 - - - 
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oxalic acid, urea and glycine were obtained when the synthesis was conducted using pure 
water under an inert atmosphere for the NH4CN series (Figure 19 a and Figure 20 a). In 
contrast, in the NaCN (pH 9.2) synthesis series, the maximum yields were obtained in the 
polymerization processes that employed pure water in the presence of oxygen (Figure 19 b 
and Figure 20 b). Notably, similar profiles were obtained for the analysis of N-heterocycles 
(Figure 21). The relative % values of the N-heterocycles were summed in an attempt to relate 
the % of the basic polar compounds with the cationic nature of the macromolecular fractions 
detected. For the NH4CN series, higher relative yields of polar molecules were observed for 
the polymerization reactions that employed pure water in the absence of oxygen (7-9). For the 
NaCN (pH 9.2) series, higher yields were obtained in the syntheses using pure water, 
especially those heated to 38 °C (13 and 19). All of the macromolecular fractions with 
electrophoretic mobility identified in soluble HCN polymer 8 (Figure 18c) were cationic, and 
the relative % of N-heterocycles was also the highest in this sample (Figure 21). However, 
taking into account the % of polar organic compounds of the twenty-four soluble HCN 
polymers, no direct relationship was observed between the number and nature of the spots 
detected by electrophoresis and the identification of the single organic polar compounds. 
However, many of the individual polar organic compounds that were identified in the soluble 
HCN polymers were biological molecules, such as amino acids, carboxylic acids, purines, 
pyrimidines and pterins (see supporting information Table S3 and Table S4). These 
individual polar organic compounds may form a portion of the polymeric structure of the 
macromolecular fractions with electrophoretic mobility and/or may be embedded in the 
polymeric network and revealed after acid hydrolysis, which is in agreement with previous 
results. 35, 124, 133  Further studies are in progress to isolate these macromolecular fractions with 
electrophoretic mobility and elucidate their structures and compositions. It is important to 
note that only a tiny portion of the HCN polym ers exhibit electrophoretic mobility. For the 
fractionation of biopolymers by electrophoretic techniques, a few micrograms of the 
biological sample are used; to instead fractionate HCN polymers by electrophoresis and detect 
the macromolecular fractions with electrophoretic mobility shown here, approximately 250μg 
were necessary (as is detailed in the Experimental Part). This fact is likely due to the presence 
of macromolecular fractions with very high molecular weights and/or uncharged fractions in 
the HCN polymers that are therefore not likely to be fractionated by the electrophoretic 
methods assayed here. In the next section, the fractionation of the soluble HCN polymers 
using ultrafiltration techniques is described.  
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Figure 19. Sum of the relative % weight of oxalic acid and urea detected by GC-MS in the 
soluble HCN polymers after acid hydrolysis: a) NH4CN series (soluble HCN polymers 1-12) and b) 
NaCN (pH 9.2) series (soluble HCN polymers 13-24). The synthetic conditions for each polymer are 
provided in Table 19. The relative % of oxalic acid and urea were summed because it is likely that 
they came together from the hydrolysis of the DISN, the oxidation product of DAMN.  114  To our 
knowlegment, only this pathway it is reported in the literature to explain the production of urea and 
oxalic acid from HCN.  
  
Fraccionamiento de los polímeros de cianuro: Electroforesis y ultrafiltración  149  
 
 
    
 
 
 
 
Figure 20. Relative % weight of glycine detected by GC-MS in the soluble HCN polymers after 
acid hydrolysis: a) NH4CN series (soluble HCN polymers 1-12) and b) NaCN (pH 9.2) series (soluble 
HCN polymers 13-24). The synthetic conditions for each polymer are provided in Table 19.  
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Figure 21. Sum of the relative % weight of the N-heterocycles detected by GC-MS in the 
soluble HCN polymers after acid hydrolysis: a) NH4CN series (soluble HCN polymers 1-12) and b) 
NaCN (pH 9.2) series (soluble HCN polymers 13-24). The synthetic conditions for each polymer are 
provided in Table 19.  
 
5.1.2.7 Fractionation of the soluble HCN polymers by ultrafiltration  
The resolution of the gels used for 2-DE fractionation was in the 10-150 kDa range. 
Most of the detected spots were greater than 30 kDa, and only a few spots had apparent 
molecular weights between 10 and 30 kDa. These results are in good agreement with the 
results of ultrafiltration fractionation that are presented in Table 22. The % weight of the 
subfractions from 10-30 kDa was less than that for the lighter subfractions from 3-10 kDa and 
less than that for the heavier subfractions above 30 kDa (Table 22). For the NaCN (pH 9.2) 
experimental series, fewer spots were identified by 2-DE compared to those identified in the 
NH4CN series. However, the soluble HCN polymers that were synthesized at room  
temperature under any conditions in this study contained macromolecular fractions with 
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apparent weights greater than 10 kDa. Therefore, all of the experimental conditions employed 
in this study for the polymerization of cyanide led to the formation of water-soluble 
macromolecular fractions. However, well-defined macromolecular fractions with 
electrophoretic mobility were only detected in HCN polymers synthetized under special 
conditions (no spots were observed for the soluble HCN polymers 20 and 23, Figure 18). 
Further work is in progress to determinate the experimental variables that influence the 
production and detection of these macromolecular fractions with electrophoretic mobility. The 
presence of ammonium appears to favour the polymerization processes, as shown in Table 19 
. The % weight of the heaviest fractions (above 30 kDa) was higher for the soluble HCN 
polymers from NH4CN (2, 5, 8 and 11) than for the soluble HCN polymers from NaCN (pH 
9.2) (14, 17, 20 and 23). The use of additional techniques beyond those described in the 
present work, such as TGA (thermogravimetry analysis) and XPS (X-ray photoelectron 
spectroscopy), would be necessary to verify that the relative increase in the yield of the 
heaviest fractions above 30 kDa is actually due to the role of the ammonium cation in the 
cyanide polymerization process and not simply due to the ammonium absorbed in the 
macromolecular network.  
Table 22. % weight of the subfractions of soluble HCN polymers synthesized at room 
temperature and concentrated by ultrafiltration. [a]The differences between the % shown in Tables 19 
and 22 were due to the loss of mass in each step of the ultrafiltration process.  
 
 
 
 
 
 
5.1.2.7.1 FT-IR spectra of the macromolecular fractions 3-10 kDa and > 30 kDa  
The FT-IR spectra of the macromolecular fractions collected by ultrafiltration are 
showed in the Figure 22. For the NH4CN series, the spectra of the heaviest fractions (> 30 
kDa, Figure 22 b) were almost identical to the FT-IR spectra of their respective insoluble 
HCN polymers (Figure 13 a and b, green lines) and the FT-IR spectra of the lightest 
macromolecular fractions (3-10 kDa, Figure 22 a) were resemble to the FT-IR spectra of their 
respective soluble HCN polymers (Figure 15 a and b, green lines). These results may support 
Soluble 
HCN 
polymer 
3-10 kDa 10-30 kDa > 30 kDa % Total > 3 
kDa [a] 2 11.0 0.5 15.3 26.8 
5 16.0 1.1 9.1 26.2 
8 3.8 0.6 4.0 8.4 
11 3.9 0.3 6.8 11.0 
14 18.3 0.1 0.7 19.1 
17 3.8 0.9 5.3 10.0 
20 3.0 0.7 3.5 7.2 
23 2.3 1.2 0.1 3.6 
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the hypothesis that the soluble HCN polymers are the intermediate products of the cyanide 
polymerization reactions and that the insoluble HCN polymers are macromolecular systems 
with apparent molecular weights at least above 30 kDa. By the contrary, for the NaCN series 
the results are not so clear. The FT-IR spectra of the lightest and the heaviest macromolecular 
fractions from soluble HCN polymer 14 (solid black lines in Figure 22 c and d) seems to 
have the same behavior of the NH4CN series, i.e., the FT-IR spectrum of the lightest 
macromolecular fraction (3-10kDa, solid black line in Figure 22 c) is resembled to its 
respective soluble HCN polymers (solid green line in Figure 15 c) and the FT-IR spectrum of 
the heaviest macromolecular fraction (> 30kDa, solid black line in Figure 22 d) is resembled 
to its respective insoluble HCN polymers (solid green line Figure 15 d). But for the other 
samples of the NaCN series this tendency is not observed. Again, the FT-IR spectra of the 
NaCN series exhibited a greater heterogeneity than the FT-IR spectra of the NH4CN series. If 
the FT-IR spectra of the heaviest fractions from the NH4CN series were compared with the 
FT-IR spectra of the heaviest fractions from the NaCN (pH 9.2) series, again, the presence of 
ammonium as a starting reactant apparently simplified and standardized the final structure of 
the products. Therefore, in agreement with the results above mentioned, the presence of 
ammonium homogenized the pathway of the cyanide polymerization whereas it seems to be 
implicated several polymerization pathways when the polymerization processes is carried out 
in the absence of ammonium. By the contrary, taking into account the results reported by FT- 
IR spectroscopy, the presence of salts and oxygen seems to be irrelevant in the production of 
these macromolecular systems.  
5.1.2.8 Statistical analyses of the macromolecular diversity and molecular weight 
distribution of the soluble HCN polymers . 
The macromolecular diversity and molecular weight distributions obtained under the 
various synthetic conditions differed significantly (Figure 23). Individual comparisons of the 
synthetic conditions revealed the significant influence of the ammonium ion and oxygen. 
However, the differences between the syntheses with or without the saline solution were not 
significant. Therefore, under plausible prebiotic conditions and considering the cyanide 
polymerization reactions as key reactions in prebiotic chemistry, the presence of ammonium 
ions would increase the macromolecular diversity, but the presence of salts would not 
influence the formation of macromolecular fractions via cyanide polymerization. Taking into 
consideration the synthetic implications for the HCN polymers, the presence of atmospheric 
oxygen increases not only the macromolecular diversity present in the soluble  HCN polymers 
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Figure 22. FT-IR spectra of the macromolecular fractions collected by ultrafiltration: a) Spectra 
of the macromolecular fractions 3-10 kDa from soluble HCN polymers synthetized using NaCN+NH4Cl 
at r.t; b) Spectra of the macromolecular fractions > 30 kDa from soluble HCN polymers synthetized 
using NaCN+NH4Cl at r.t; c) Spectra of the macromolecular fractions 3-10 kDa from soluble HCN 
polymers synthetized using NaCN (pH 9.2) at r.t; d) Spectra of the macromolecular fractions >30 kDa 
from soluble HCN polymers synthetized using NaCN (pH 9.2) at r.t. In black line the spectra of the 
macromolecular fractions from soluble HCN polymers synthetized using pure water, in grey line the 
spectra of the macromolecular fractions from soluble HCN polymers synthetized using saline 
solutions. In solid line the syntheses carried out in the presence of oxygen and in dashed line the 
syntheses using an inert atmosphere of nitrogen.  
but also the yield of the insoluble HCN polymers (Figure 11). Although the salts do 
not have a significant influence on the macromolecular diversity, they improve the yield of 
the insoluble HCN polymers. On the other hand, the important role observed for the oxygen 
in the polymerization process by electrophoresis, by ultrafiltration and even by GC-MS was 
not observed by FT-IR spectroscopy. Thus, for a comprehensive understanding of the very 
 
 
 
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
 
Wavenumber (cm-1)
N
o
rm
a
liz
e
d
re
fl
e
c
ta
n
c
e
a) b)
c) d)
2208
1668
1639
1408
2046
3339 3196
2208
1648
636
2266
1452
882
1773
1669
2916
2847
22083704
1648
1410
1093
1040
Fraccionamiento de los polímeros de cianuro: Electroforesis y ultrafiltración  154  
 
 
    
complex nature of the HCN polymers is needed the use of complementary techniques as here 
it is described. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23. Significant differences among synthetic conditions. Significant differences among the 
synthetic conditions were determined by ANOVA (***p< 0.0001). Significant differences between two 
synthetic conditions were determined by Student’s t test. Significant differences were observed in the 
reactions using NH4Cl and O2 (
øø 
p < 0.005 and 
# # #
p < 0.0005, respectively) but the differences 
between the syntheses with or without the saline solution were not significant (n. s.). a) Influence of 
the synthetic conditions in the macromolecular diversity (number of macromolecular fractions with 
electrophoretic mobility). The number of spots corresponds to the spots indicated in the Table 21. b) 
Influence of the synthetic conditions in the % of the soluble HCN polymers. 
 
5.1.2.9 Properties of the macromolecular fractions with electrophoretic mobility  
The properties of the macromolecular fractions with electrophoretic mobility were 
studied by native electrophoresis. The HCN polymers obtained in the experiments conducted 
under an inert atmosphere were fractionated by native gel electrophoresis. No substantial 
differences were observed among the tricine-SDS and native electrophoresis fractionations. 
Therefore, the macromolecular fractions with electrophoretic mobility may be highly charged 
and unfolded. This result, along with the distribution of molecular weights determined by 
ultrafiltration (Table 22) is consistent with the failure of previously reported attempts and our 
own attempt to record the mass spectra of HCN polymers. Due to their very high molecular 
weights and the likely presence of a high number of charges in their structures, the 
heterogeneous nature of these complex substances hinders the recording of their mass spectra.  
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Recent studies have sought to characterize HCN polymers by high-resolution mass 
spectrometry.  67, 218  However, in these studies, the HCN polymers were synthesized in the  
absence of water, and the mass range studied was m/z 50-1000. Therefore, our results are not 
comparable to these reported results, and further purification of our soluble macromolecular 
fractions is needed to record their mass spectra. 
Here, we showed that intermediate products with very high apparent molecular 
weights and electrophoretic mobility were formed during the cyanide polymerization 
reactions, which are apparently robust processes. 35 Macromolecule fractions with 
electrophoretic mobility and apparent molecular weights as high as 100 kDa were synthesized 
under plausible prebiotic conditions (i.e., experiments conducted in the absence of oxygen) 
(experiments 8 and 11, Figure 18 c and d, Table 21). The oligomerization of HCN was first 
observed by J. L. Proust in 1806,  239  and in 1875, E. Pflüger published one of the earliest 
chemical speculations concerning the origin of “living proteins” from cyano compounds. 
“Cyanogen and its compounds had plenty of time and opportunity to follow their great 
tendency to transformation and polymerization and, by the addition of oxygen and later water 
and salts, to change to a labile protein, which constitutes living matter”.  240  Taking into 
account the synthesis of adenine by Oró, the recent synthesis of other biomolecules by 
cyanide polymerization, the recent results of Sutherlands and co-workers 241, 242 and the 
findings herein, cyanide chemistry appears to play a central role in the origins and evolution 
of functional biomolecules. Cyanide polymerization leads not only to the production of 
purines, pyrimidines, amino acids, pteridines, carboxylic acids and sugar derivatives but also 
to macromolecular fractions with electrophoretic mobility with a monomeric compositions 
that might be related with the current biomonomers.  
The electrophoretic mobility is inherent to contemporary biopolymers such as proteins 
and nucleic acids. However, the presence of peptide bonds in the HCN polymers is a 
controversial issue. 243, 244  While is true that the amide bonds have been identified in HCN 
polymers and that cyclic amides have been proposed as part of their heterogeneous structures,  
35 the presence of peptide bonds is not clear. The electrophoretic mobility observed in the 
macromolecular fractions reported herein is not due to the presence of peptide bonds because 
of the presence of polar groups such as amine, hydroxyl, amide and carboxylic groups (as it 
was showed by FT-IR spectroscopy), which may be in their ionic form and cause the 
macromolecular fractions to migrate under the action of an electric field. In a pioneering 
Fraccionamiento de los polímeros de cianuro: Electroforesis y ultrafiltración  156  
 
 
    
work, Ferris et al. 59 used electrophoretic techniques to study HCN polymers. No 
macromolecular fractions were identified. However, the results showed by Ferris and co-
workers are not comparable with the results reported herein because the electrophoretic 
techniques used were different. Ferris and co-workers used paper electrophoresis, and gel 
electrophoresis was used herein. The resolution of gel electrophoresis is greater than that of 
paper electrophoresis because the mobility of the macromolecules is better in the gel than in 
paper and the pore size is better defined in tricine or acrylamide gel than in paper. The 
handling of the samples was also different. Independent of the electrophoretic results, 
ultrafiltration fractionation indicated the presence of macromolecular fractions above 30 kDa, 
indicating the production of polymers, not just oligomers, from the cyanide polymerization 
reactions.  
5.1.3 Conclusions  
Gel electrophoretic techniques, which are widely applied in biochemistry, are useful 
tools for studying the fractionation of complex substances, such as HCN polymers. Herein, 
for the first time, we report the identification of macromolecular fractions with apparent 
molecular weights as high as 250 kDa in HCN polymers using tricine-SDS gel 
electrophoresis. Well- defined macromolecular fractions, which had apparent molecular 
weights as high as 100 kDa and electrophoretic mobility, were formed as intermediate 
products during cyanide polymerization under plausible prebiotic conditions. These results 
illustrate the electrophoretic properties of the HCN polymers and provide a new way to 
understand the structure-property relationships of these complex macromolecular systems, 
which are important in prebiotic chemistry as well as cosmochemistry and astrobiology. 
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fractions to describe the polymeric materials with unknown structures and high apparent 
molecular weights.  
5.1.5 Experimental part 
5.1.5.1 Synthesis of the HCN polymers  
Two sets of HCN polymers were prepared. The first set was synthesized from 
equimolar solutions of NH4Cl (1 M) and NaCN (1 M), and the second set was synthesized 
from NaCN (1 M), which was adjusted to a pH of 9.2 using HCl under the following 
conditions: i) pure water (Milli Q grade) and ii) a salty solution with a concentration that was 
1.5 times that of actual sea water. The salty solution was employed to simulate the plausible 
conditions of the primitive ocean and contained 0.63 M NaCl, 0.18 M MgCl2, 0.015 M 
CaCl2, 0.015 M KCl, and 0.02 M NaHCO3.
 117
  The solutions were incubated for one month at 
different temperatures (i.e., 38 °C, room temperature, and 4 °C). The experiments were also 
conducted in the presence of oxygen (atmospheric pressure) or under an inert atmosphere 
(nitrogen). The resulting reaction mixtures were centrifuged at 12,000 rpm for 10 min and 
washed with water (3x) (Scheme 12). The supernatants and black insoluble solids were 
collected and freeze-dried. The dried samples were stored at -80 °C under an inert atmosphere 
(synthetic conditions from 1 to 24, Table 19).  
5.1.5.2 Fractionation of the HCN polymers  
Concentration by ultrafiltration: The freeze-dried supernatants were fractionated using 
Nanosep
® 
centrifugal devices (Pall, Life Sciences) to retain molecules above 3 kDa (soluble 
HCN polymers). The soluble HCN polymers from the room-temperature syntheses were 
concentrated by ultrafiltration using centrifugal devices with a cut-off of 10 kDa and 30 kDa 
(Nanosep
® 
centrifugal devices, Pall, Life Sciences).  
5.1.5.2.1 Tricine-SDS gel electrophoresis 
 Approximately 10 mg of the black insoluble and soluble HCN polymers were 
fractionated using the method reported by Laemmli 245 in 10-20% tris- tricine gels using an 
XCell SureLockTM Mini-Cell (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). After electrophoresis, the 
gels were stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 according to the manufacturer's 
instructions.  
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5.1.5.2.2 Two-dimensional gel electrophoresis: 
 2-DE of the soluble HCN polymers from the room- temperature syntheses was 
performed according to a protocol reported by Görg et al. 246 using an Immobiline DryStrip 
gradient (pH 3-11; 7 cm; Amersham Biosciences) for the first dimension (isoelectric focusing; 
IEF). Approximately 250 g of the soluble HCN polymers were dissolved in 200 μL of 
DeStreak rehydration solution with 0.5% IPG buffer (pH 3-10) and loaded onto an IPG strip. 
IEF was performed in an IPGPhor-I system (Amersham Biosciences) with a final voltage of 
8,000 V. After separation, the first dimension strip was equilibrated twice in equilibration 
buffer (50 mM tris-HCl, pH 8, 6 M urea, 30% glycerol, 2% SDS and 0.02% bromophenol 
blue). SDS-PAGE was performed in the second dimension with 15% polyacrylamide gels. 
After electrophoresis, the gels were stained with Coomassie Brilliant Blue R-250 according to 
the manufacturer's instructions.  
Immediately after the 2-DE, the gels were imaged within the glass cassettes using a 
Typhoon 9400 variable mode imager (GE Healthcare) at 100 m resolution. The resultant gel 
images were processed and analyzed using DeCyder Differential In-gel Analysis (DIA) 
software version 7.0 (GE Healthcare), as previously described, with slight modifications.  247  
5.1.5.3 Statistical analyses  
Significant differences among all of the synthetic conditions were analyzed by 
ANOVA. Significant differences between two synthetic conditions were identified using 
Student’s t test. All of the statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6.0 
software (http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/).  
5.1.5.4 Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy  
The laboratory diffuse reflectance spectra were acquired in the spectral 4000-400 cm
-1 
region using a FTIR spectrometer (Nicolet, model NEXUS 670) configured with a drift 
reflectance accessory (Harrick, model Praying Mantis DRP) mounted inside the instrument 
compartment. The spectra were obtained in CsI pellets  
5.1.5.5 Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)  
GC-MS analyses were conducted in full scan mode on a 6850 network GC system 
coupled to a 5975 VL MSD with a triple-axis detector operating in electronic impact (EI) 
mode at 70 eV (Agilent). The instrument was equipped with an HP-5MS column 
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(Crossbond
® 
5% diphenyl- 95% dimethyl polysiloxane, 30 m x 0.25 mm i.d. x 0.25 μm film 
thickness), and He was used as the carrier gas. To identify the monomers, the following 
protocol was used. i) The samples were hydrolysed using 6 N HCl and heated at 110 °C for 
24 h. Then, the samples were freeze-dried to remove the water, HCl and any volatile organics. 
ii) Approximately 10 mg of each hydrolysed sample was heated at 70 °C for 19 h in 100 L 
of BSTFA with 1% TMCS [N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with 
trimethylchlorosilane (Thermo Scientific)] to afford the respective TMS derivatives. iii) The 
derivatized samples were analyzed by GC-MS using the following GC oven program: initial 
temperature of 60 °C with a hold time of 1.5 min, heating to 130 °C at 5 °C/min with a hold 
time of 11 min, heating to 180 °C at 10 °C/min with a hold time of 10 min and heating to 220 
°C/min at 20 °C/min with a final hold time of 15 min. One microliter of each sample was 
injected into the GC-MS system. The temperature of the injector was 275 °C, and the 
injections were performed in splitless mode. The detector temperature was 300 °C, and the 
flow rate was 1.1 mL/min.  
When available, the identified compounds were confirmed against the mass spectra 
and retention times of authentic standards. Other organic compounds were identified by 
searching their mass spectra against the NIST database (Agilent Technologies, NIST 2014 
Mass Spectral Library). For identification purposes, we considered only peaks with a signal-
to- noise ratio greater than 10. Those peaks whose match probability in the database were 
below 90% and/or tentatively or ambiguously identified were considered unidentified and are 
not discussed in this paper.  
5.1.5.6 Elemental analysis  
A few mg of the HCN polymeric sample were examined for the determination of the 
mass fractions of carbon, hydrogen and nitrogen using a Perkin Elmer elemental analyzer, 
model CNHS-2400. The % in oxygen of the samples were calculated by difference.  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Scheme 12. Chart of work-up of the samples and the techniques used for their characterization.  
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5.1.6 Supplementary Information 
Table S3. Hydrolysis products of HCN polymers from NH4CN polymerization. Complete list of 
the polar organic compounds identified by GC-MS after acid hydrolysis. In the table are indicated the 
relative % in weight for each compound identified, respect on the total weight of the soluble HCN 
polymer.* The pyruvic acid** is detected as its oxime derivative. D = detected (S/N > 10); t = traces.  
.  
 Entry 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
AMINO ACIDS Molecular formula            
Glycine C2H5NO2 5,5 5,87
7 
6,84 5,29 1,1 0,09 7,45 11,5
3 
5,24 2,04 2,56 1,02 
Aminomalonic acid C3H5NO4 D D 0,13  0,01     0,01   
Alanine C3H7NO2    0,03   0,07 0,8   0,03  
β-Alanine C3H7NO2 D D      0,04     
Isoserine C3H7NO3   0,09 0,04   0,13 0,09 0,01  0,04  
Aspartic acid C4H7NO4   0,18 0,23   0,4 0,17 0,1  0,07  
Total  5,5 5,87 7,24 5,59 1,11 0,09 8,05 12,6
3 
5,35 2,05 2,7 1,02 
HYDROXY ACIDS             
Glycolic acid C2H4O3 0,11 0,1 0,29 0,13 0,05 0,06 0,46 0,47 0,25 0,1 0,14 0,15 
2,2-Dihydroxyacetic acid C2H4O4       0,04  0,02    
2,2-Dihydroxymalonic acid C3H4O6 0,02 0,01 0,09 0,02  0,02 0,34 0,05 0,14 0,01 0,05 0,1 
Lactic acid C3H6O3 0,02 0,04 0,2 0,32 0,05 0,08 0,2  0,07  0,03 0,07 
Malic acid C4H6O5  0,03 D 0,02    0,04 0,03  0,01  
Total  0,15 0,18 0,58 0,49 0,09 0,16 1,04 0,56 0,51 0,11 0,22 0,32 
CARBOXILIC ACIDS             
Oxalic acid C2H2O4 2,91 2,99 4,32 0,39 0,18 0,02 5,25 8,39 2,85 0,02 0,81 0,28 
Malonic acid C3H4O4  D 0,04     0,04     
Fumaric acid C4H4O4  D  0,01   0,16      
Maleic acid C4H4O4 D            
Succinic acid C4H6O4 0,33 D 0,41 0,1 0,09 0,05 0,25 D 0,08 0,03 0,05 0,08 
Total  3,24 2,99 4,77 0,5 0,27 0,07 5,66 8,43 2,93 0,05 0,85 0,36 
HETEROCYCLES             
Parabanic acid C3H2N2O3 D 0,01 0,11 0,22   0,16 0,18 0,18  0,07 0,03 
Cyanuric acid C3H3N3O3    0,21   0,69     0,11 
5-hydroxy-hydantoin C3H4N2O3 0,01 0,02 0,22 0,13  0,02
5 
0,24 0,08 0,08 0,01 0,03 0,11 
2,4,5-trihydroxy pyrimidine C4H4N2O3 0,04 0,01 0,1 0,15  0,06
5 
0,13 0,15 0,06 0,04 0,04  
2,3,5-trihydroxypyrazine C4H4N2O3       0,17      
Alloxanic acid C4H4N2O4   0,02          
5-aminouracil C4H5N3O2 0,43 0,07  0,23 0,03 0,15
5 
      
  Dihydro-pyrimidine-2,4-dione C4H6N2O2 0,01 0,01 0,02 0,02    0,05     
Orotic acid C5H4N2O4 0,02 0,01 0,07 0,07   0,09 0,1   0,01  
Hypoxanthine C5H4N4O   0,02          
Xanthine C5H4N4O2 0,03 0,04 0,22    0,65 0,23   0,06 0,06 
Adenine C5H5N5 0,05 0,07 0,34 0,31   0,41 0,46 0,17 0,01 0,07 0,08 
8-hydroxyadenine C5H5N5O   0,04 0,02   0,11 0,05 0,03  0,02  
Guanine C5H5N5O 0,1 0,06 0,56 0,49   0,82 0,93 0,26 0,01 0,31 0,04 
2,4,7-trihydroxypteridine C6H4N4O3 0,08 0,05 0,39 0,12   0,67 0,42 0,27  0,03 0,01 
  2,4,6,7-tetrahydroxypteridine C6H4N4O4       t t t  t  
Isoxanthopterine C6H5N5O2 0,1 0,12 0,11 0,21   0,38 0,16 0,07 0,01 0,02 0,06 
Leucopterine C6H5N5O3 t            
Total  0,86 0,49 2,22 2,18 0,03 0,25 4,52 2,81 1,12 0,08 0,65 0,5 
Other organics             
Urea CH4N2O 1,01 1,27 1,74 5,35 0,27 0,08
5 
12,3
7 
3,36 1,06 2,57 0,52 1,23 
pyruvic acid oxime C3H5NO3 D D D 0,01   0,1 0,04 0,02  0,02  
Total  1 1,3 1,7 5,4 0,3 0,1 12,5 3,4 1,1 2,6 0,5 1,2 
SUM detected  10,76 10,8 16,5
5 
14,1
2 
1,77 0,65 31,7
4 
27,8
3 
10,9
9 
4,86 4,96 3,43 
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Table S4. Hydrolysis products of soluble HCN polymers from NaCN (pH 9.2) polymerization. 
Complete list of the polar organic compounds identified by GC-MS after acid hydrolysis.In the table 
are indicated the relative % in weight for each compound identified, respect on the total weight of 
soluble HCN polymer.* The pyruvic acid** is detected as its oxime derivative. D = detected (S/N > 10); 
t= traces 
 
 Entry 
  13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
AMINO ACIDS Molecular formula            
Glycine C2H5NO2 18,5 4,92 4,61 1,1 4 11,6
8 
11,4
9 
0,12 0,17 2,48 D 0,53 
Aminomalonic acid C3H5NO4 0,6  0,09   0,1  D D   D 
Alanine C3H7NO2 0,2 0,06 0,5    0,38   0,04   
β-Alanine C3H7NO2 0,1 0,12 0,03    0,09   0,09   
Isoserine C3H7NO3 0,22 0,13 0,1 0,04   0,5   0,22   
Aspartic acid C4H7NO4 0,3  0,01          
Total    0,29          
HYDROXY ACIDS  19,92 5,23 5,23 1,14 4 11,7
8 
12,4
6 
0,12 0,17 2,83 0 
Glycolic acid C2H4O3             
2,2-Dihydroxyacetic acid C2H4O4 1,5 0,39 0,24 0,13 0,18  1 0,01 0,01 0,48 D 0,03 
2,2-Dihydroxymalonic acid C3H4O6 0,3 0,06 0,02  0,02   D D 0,03   
Lactic acid C3H6O3  0,06 0,05 0,13 0,09 0,24   D 0,13  0,15 
Malic acid C4H6O5 1,8    0,25 1,37  D D 0,01  0,01 
Total  0,1  0,02 0,03 0,03 0,06    0,02  D 
CARBOXILIC ACIDS  3,7 0,51 0,33 0,28 0,57 1,67 1 0,01 0,01 0,67 0 
Oxalic acid C2H2O4             
Malonic acid C3H4O4 20,16 7,49 13,6
1 
1,43 0,43 3,82 18,0
3 
0,02 0,04 2,48   
Fumaric acid C4H4O4 D 0,12 0,07 0,09
5 
0,08 0,23 0,1 D 0,01 0,28  0,01 
Maleic acid C4H4O4 20,16 7,61 13,6
8 
1, 3 0,51 4,05 18,1
3 
0,02 0,05 2,76 0 0,01 
Succinic acid C4H6O4             
Total  0,3   0,07 0,07  0,18      
HETEROCYCLES   0,15 0,11 0,15 0,12  0,39     
Parabanic acid C3H2N2O3 0,1 0,07 0,05 0,05 0,1 0,09 0,07 D D 0,14  D 
Cyanuric acid C3H3N3O3  0,06 0,07  0,09  0,69      
5-hydroxy-hydantoin C3H4N2O3   0,01 0,04 0,02  0,28      
2,4,5-trihydroxy pyrimidine C4H4N2O3 0,5   0,05   0,08      
2,3,5-trihydroxypyrazine C4H4N2O3       0,11      
Alloxanic acid C4H4N2O4  0,08 0,08 0,04 0,26  0,12   0,08   
5-aminouracil C4H5N3O2 0,1  0,02       0,05   
  Dihydro-pyrimidine-2,4-dione C4H6N2O2 0,1 0,11 0,04 0,02 0,23        
Orotic acid C5H4N2O4 0,6 0,09 0,14 0,06   0,28   0,16   
Hypoxanthine C5H4N4O 0,1 0,08 0,05 0,03 0,04  0,07   0,08   
Xanthine C5H4N4O2 1,8 0,64 0,57 0,51 0,93 0,09 2,27 0 0 0,51 0 0 
Adenine C5H5N5             
8-hydroxyadenine C5H5N5O 3,8 1,3 0,51 2,99 3 0,38 4,4   3,41   
Guanine C5H5N5O D 0,02 0,02 0,01 0,03 0,05       
2,4,7-trihydroxypteridine C6H4N4O3 3,8 1,32 0,53 3 3,03 0,43 4,4 0 0 3,41 0 0 
  2,4,6,7-tetrahydroxypteridine C6H4N4O4 18,5 4,92 4,61 1,1 4 11,6
8 
11,4
9 
0,12 0,17 2,48 D 0,53 
Isoxanthopterine C6H5N5O2 0,6  0,09   0,1  D D   D 
Leucopterine C6H5N5O3 0,2 0,06 0,5    0,38   0,04   
Total  0,1 0,12 0,03    0,09   0,09   
Other organics  0,22 0,13 0,1 0,04   0,5   0,22  
Urea CH4N2O 0,3  0,01          
pyruvic acid oxime C3H5NO3   0,29          
Total  19,92 5,23 5,23 1,14 4 11,7
8 
12,4
6 
0,12 0,17 2,83 0 0,53 
SUM detected  49,38 15,3
1 
20,3
4 
6,45 9,04 1 ,0
2 
38,2
6 
0,15 0,23 10,1
8 
0 0,73 
Fraccionamiento de los polímeros de cianuro: Electroforesis y ultrafiltración  163  
 
 
    
* The quantities showed in  Table S3 and Table S4 correspond to a semiquantitative analysis of 
the samples. The % showed in these tables correspond to the relative % in weight of the organic polar 
compounds in the sample analyzed, i.e. a standard curve for glycine was made and the mg of glycine 
per mg of sample were calculated [relative % = (mg gly/mg soluble HCN polymer) *100]. The same 
procedure was followed for the semiquantitative analysis of the other organic compounds, taking in all 
cases the standard curve of the glycine. Two significant decimals were chosen due to the low relative % 
for some compounds 
** The pyruvic acid was identified as its oxime-TMS derivative by GC-MS. The hydroxylamine, 
which could be formed during the acid hydrolysis of the HCN polymers by oxidation by ammonium or 
ammonia, could react with the keto group of the pyruvic acid simultaneously with the derivatization 
process with BSTFA, leading to the formation of the respective oxime-TMS derivative  (Marín-Yaseli et 
al. 2016, Chem Eu J,  DOI: 10.1002/chem.201602195). 
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5.2 INFLUENCIA DE LAS INTERFASES ACUOSAS Y LA RADIACIÓN UV 
EN LA PRODUCCIÓN DE FRACCIONES MACROMOLECULARES 
CON MOVILIDAD ELECTROFORÉTICA PRESENTES EN POLÍMEROS 
DE CIANURO 
En estudios previos de química prebiótica 118 observamos que la presencia de 
interfases acuosas aire-agua favoreció la formación de compuestos de bajo peso molecular en 
detrimento de la formación de polímeros. En esta sección estudiaremos el efecto de las 
interfases acuosas sobre la formación de especies macromoleculares con movilidad 
electroforética en los polímeros de cianuro . 
5.2.1 Influencia de la radiación UV y las interfases aire-agua 
5.2.1.1 Movilidad electroforética de los polímeros insolubles de cianuro 
Se analizó la movilidad electroforética de los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases aire-agua y radiación UV (55, 56, 57 y 58) y sus 
respectivos experimentos control (27, 31, 35 y 39) como se detalla en la sección 5.1.2.2 
Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis. Los geles resultantes se 
muestran en la Figura 24.  
A) B) 
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Figura 24. Electroforesis en geles Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20% (Biorad) de los 
polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia de interfases aire-agua y: A) en presencia 
de radiación UV a 254nm; B) sin radiación UV. 
 
Los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia de radiación UV 
(experimentos 55, 56, 57 y 58) no mostraron fracciones macromoleculares aparentes con 
movilidad electroforética en el rango de pesos indicado (Figura 24). Los polímeros insolubles 
de cianuro sintetizados en ausencia de radiación (experimentos 27, 31, 35 y 39) mostraron 
fracciones macromoleculares de peso molecular aparente entre  10-25 kDa. Destaca el hecho 
de que el polímero insoluble sintetizado en presencia de aerosoles salinos y sin amonio 
(experimento 39) se observen dos fracciones macromoleculares de peso aparente de 10 y 15 
kDa. 
En la Tabla 23 se resume el número de bandas aparentes asignadas a la Figura 24. 
Tabla 23. Número de bandas aparentes asignadas en los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases aire-agua usando geles Mini–PROTEAN Tris-
Tricine 10-20%  (Biorad.) 
  
5.2.1.2 Movilidad electroforética de los polímeros solubles de cianuro 
Se analizó el movilidad electroforética de los polímeros solubles de cianuro como se 
detalla en la sección 5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel 
electrophoresis. Los geles resultantes se muestran en la Figura 25. Los polímeros solubles de 
cianuro sintetizados en presencia de radiación UV y agua Milli Q (experimento 55) mostró 
una fracción macromolecular de peso molecular aparente próxima a 250 kDa. El resto de 
polímeros solubles de cianuro no mostro ninguna fracción macromolecular con movilidad 
electroforética en el rango de pesos indicado. En la Tabla 24 se resume el número de bandas 
aparentes asignadas a la Figura 25. 
Experimento <10 kDa 10-25 kDa 25-100 kDa 100-250 kDa nº de bandas 
27 - 1 - - 1 
31 1 - - - 1 
35 1 - - - 1 
39 1 1 - - 2 
55 - - - - - 
56 - - - - - 
57 - - - - - 
58 - - - - - 
Fraccionamiento de los polímeros de cianuro: Electroforesis y ultrafiltración  166  
 
 
    
La radiación UV mostró efectos opuestos en la síntesis de fracciones 
macromoleculares con movilidad electroforética en los polímeros solubles e insolubles de 
cianuro. Por un lado, inhibió la formación de estas fracciones en los polímeros insolubles pero 
favoreció su aparición en los polímeros solubles de cianuro 
En algunos experimentos fotoquímicos en interfases aire-agua se observó la formación 
de oligómeros.  169 En el caso de los polímeros solubles de cianuro, la radiación UV favoreció 
la formación de especies macromoleculares con movilidad electroforética en el rango de 
masas indicado.  
 
Figura 25. Electroforesis en geles Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20% (Biorad) de los 
polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de interfases aire- agua y: A)en presencia de 
radiación UV a 254nm;  B) sin radiación UV. 
 
 
Tabla 24. Número de bandas aparentes asignadas en los polímeros solubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases aire-agua usando geles Mini–PROTEAN Tris-
Tricine 10-20%  (Biorad).  
A) B) 
 
Experimento <10 kDa 10-25 kDa 25-100 kDa 100-250 kDa nº de bandas 
27 - - - - - 
31 - - - - - 
35 - - - - - 
39 - - - - - 
55 - - - 1 1 
56 - - - - - 
57 - - - - - 
58 - - - - - 
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5.2.2 Efecto de las interfases hielo-agua en la producción de fracciones 
macromoleculares:  
5.2.2.1 Movilidad electroforética de los polímeros insolubles 
Se analizó el movilidad electroforética de los polímeros insolubles de cianuro como se 
detalla en la sección 5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel 
electrophoresis. Los geles resultantes se muestran en la Figura 26. Como puede observarse, 
en los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia de interfases hielo-agua 
(experimentos 50, 52 y 53) no se apreciaron fracciones macromoleculares definidas como en 
sus respectivos experimentos control a 4ºC (experimentos 9, 6 y 12). Únicamente se 
observaron fracciones con movilidad electroforética en el polímero insoluble sintetizado en 
presencia de O2 (experimento 49), similares a la de su respectivo experimento control a 4ºC 
(experimento 3). Ambos mostraron dos fracciones macromoleculares de peso molecular 
aparente por debajo de 10 kDa y otra próxima a 250 kDa. Parece que los ciclos congelación-
fusión puedan afectar a la formación de fracciones macromoleculares con movilidad 
electroforética, disminuyéndolas, para los tiempos de reacción dados. 
 
A) B) 
 
Figura 26. Electroforesis en geles Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20% (Biorad) de los 
polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia de : A) a temperatura constante de 4 ºC; B) 
interfase hielo-agua. 
 
En la Tabla 25 se resume el número de bandas aparentes asignadas a la Figura 26. 
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Tabla 25. Número de bandas aparentes asignadas en los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases hielo-agua usando geles Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20%  
(Biorad). 
 
5.2.2.2 Movilidad electroforética de los polímeros solubles 
Se analizó el movilidad electroforética de los polímeros solubles como previamente se 
ha descrito 5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis. Los 
geles resultantes se muestran en la Figura 27.  
A) B) 
 
Figura 27.  Electroforesis en geles Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20% (Biorad) de los 
polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de : A) interfase hielo-agua; B )a temperatura 
constante de 4 ºC.  
Como puede observarse, en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en 
presencia de interfase hielo-agua (experimentos 50, 52 y 53) no se aprecian fracciones 
macromoleculares definidas con movilidad electroforética, sólo en el polímero soluble 
sintetizado en presencia de O2 (experimento 49) parece apreciarse una banda de peso 
molecular aparente entre 150-250 kDa. En los respectivos experimentos control llevados a 
cabo a temperatura constante de 4 ºC  (experimentos 3, 6 y 9) parecen apreciarse bandas de 
peso molecular aparente entre 250-150 kDa, en torno a 10 kDa y por debajo de 10 kDa.  En la 
Experimento <10 kDa 10-25 kDa 25-100 kDa 100-250 kDa nº de bandas 
3 1 1 - 1 3 
6 1 1 - - 2 
9 1 1 - - 2 
12 1 1 - - 2 
49 1 - - 1 2 
50 - - - - - 
52 - - - - - 
53 - - - - - 
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Tabla 28 quedan recogidas el número de fracciones macromoleculares aparentes con 
movilidad electroforética en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de 
interfases hielo-agua. 
Tabla 26. Número de bandas aparentes asignadas en los polímeros solubles de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases hielo-agua usando geles Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20%  
(Biorad) 
 
5.2.3 Influencia de la radiación UV en la producción de fracciones 
macromoleculares en presencia de  interfase hielo-agua líquida  
5.2.3.1 Movilidad electroforética de los polímeros insolubles 
Se analizó el movilidad electroforética de los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases hielo-agua y radiación UV (59, 60, 61 y 62) y sus 
respectivos experimentos control sin irradiar (9, 12, 50 y 13) como se detalla en la sección 
5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis.  
Los geles resultantes se muestran en la Figura 28. Los polímeros insolubles de 
cianuro sintetizados en presencia de radiación UV y disoluciones salinas (experimentos 59 y 
62) parecen mostrar fracciones macromoleculares  de peso molecular aparente próximas a 250 
kDa y por debajo de 10 kDa. Los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en ausencia de 
radiación UV y a temperatura constante de 4 ºC (experimentos 9 y 12) mostraron fracciones 
macromoleculares de peso molecular aparente cercanas a 10 kDa y por debajo de 10 kDa. 
En la Tabla 27 se resume el número de bandas aparentes asignadas a la Figura 28. 
  
Experimento <10 kDa 10-25 kDa 25-100 kDa 100-250 kDa nº de bandas 
3 1 1 - 1 3 
6 1 1 - 1 3 
9 1 - - - 1 
12 - - - - - 
49 - - - 1 1 
50 - - - - - 
52 - - - - - 
53 - - - - - 
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Figura 28. Electroforesis en geles Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20% (Biorad) de los 
polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia de interfases hielo- agua : A) radiación UV   
B) sin radiación UV. 
 
Tabla 27. Número de bandas aparentes asignadas en los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua usando geles Mini–PROTEAN Tris-
Tricine 10-20%  (Biorad.) 
 
5.2.3.1 Movilidad electroforética de los polímeros solubles 
Se analizó la movilidad electroforética de los polímeros solubles de cianuro como se 
detalla en la sección 5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel 
electrophoresis. Los geles resultantes se muestran en la Figura 29.  Los polímeros solubles de 
cianuro sintetizados en presencia de radiación UV y temperatura constate de 4ºC  
(experimento 59) mostraron fracciones macromoleculares de peso molecular aparente 
próximas a 250 kDa, muy por encima de las fracciones de peso molecular aparente detectadas 
en su respectivo experimento control sin irradiar (experimento 9).  El resto de polímeros 
solubles de cianuro no mostró ninguna fracción macromolecular con movilidad electroforética 
en el rango de pesos indicado.  
A) B) 
 
Experimento <10 kDa 10-25 kDa 25-100 kDa 100-250 kDa nº de bandas 
9 1 1 - - 2 
12 1 1 - - 2 
50 - - - - - 
53 - - - - - 
59 1 - - 1 2 
60 - - - - - 
61 - - - - - 
62 - - - 1 1 
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Figura 29. Electroforesis en geles Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20% (Biorad) de los 
polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de interfases hielo- agua y: A) radiación UV a 
254nm;  B) sin radiación UV. 
 
Tabla 28. Número de bandas aparentes asignadas en los polímeros solubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua usando geles Mini–PROTEAN Tris-
Tricine 10-20%  (Biorad.) 
 
En la Tabla 28 se resume el número de bandas aparentes asignadas a la Figura 29. 
5.2.4 Conclusiones 
La presencia de radiación UV e interfases aire-agua durante el proceso de 
polimerización del cianuro parecen disminuir la formación de fracciones macromoleculares 
con comportaminto electroforético en los polímeros insolubles de cianuro.  
La presencia de interfases hielo-agua durante el proceso de polimerización del cianuro 
parecen disminuir la formación de fracciones macromoleculares con comportaminto 
electroforético tanto en los polímeros solubles e insolubles de cianuro, en comparación con 
sus experimentos control. 
Experimento <10 kDa 10-25 kDa 25-100 kDa 100-250 kDa nº de bandas 
9 1 - - - 1 
12 - - - - - 
50 - - - - - 
53 - - - - - 
59 - - - 1 1 
60 - - - - - 
61 - - - - - 
62 - - - - - 
A B 
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5.2.5 Materiales y métodos  
5.2.5.1 Síntesis y análisis de los polímeros cianuro 
En presencia de interfases aire-agua  y radiación UV: Se sintetizaron los polímeros  de 
cianuro en presencia de interfases aire-agua y radiación UV (55, 56, 57 y 58) y sus 
respectivos experimentos control (27, 31, 35 y 39) como se detalla en la sección 
4.4.5.1.1Polimerización de cianuro en interfase aire-agua en presencia de radiación UV Se 
separaron los polímeros solubles e insolubles como se detalla en 4.3.6.1 Synthesis of the HCN 
polymers. Y se analizó la movilidad electroforética de las fracciones macromoleculares como 
se detalla en 5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis. 
En presencia de interfases hielo-agua: Se sintetizaron los polímeros de cianuro en 
presencia de interfases hielo-agua (experimentos 49, 50, 52 y 53)  como se detalla en la 
sección 4.5.5.1 Polimerización de cianuro en interfase hielo-agua. y sus respectivos 
experimentos control a 4ºC (experimentos 3, 6, 9 y 12) como se detalla en 5.1.5.1Synthesis of 
the HCN polymers. Se separaron los polímeros solubles e insolubles como se detalla en 
4.3.6.1  Synthesis of the HCN polymers. Y se analizó la movilidad electroforética de las 
fracciones macromoleculares como se detalla en  5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by 
tricine-SDS gel electrophoresis. 
En presencia de interfases hielo-agua y radiación UV : Se sintetizaron los polímeros 
de cianuro en presencia de interfases hielo-agua y radiación UV (experimentos 59, 60, 61  y 
62)  como se detalla en la sección 4.6.5.1 Reacciones de polimerización de cianuro en 
presencia de interfaces hielo-agua y  radiación UV. Se sintetizaron sus respectivos 
experimentos control sin irradiar (experimentos 9, 12, 50 y 53) como se detalla en la sección  
4.5.5.1 Polimerización de cianuro en interfase hielo-agua. Se separaron los polímeros solubles 
e insolubles como se detalla en 4.3.6.1 Synthesis of the HCN polymers. Y se analizó la 
movilidad electroforética de las fracciones macromoleculares como se detalla en 5.1.2.2 
Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis.  
Fraccionamiento de los polímeros de cianuro: Electroforesis y ultrafiltración  173  
 
 
    
5.3 APROXIMACIÓN A LA CINÉTICA DE FORMACIÓN DE 
FRACCIONES MACROMOLECULARES CON MOVILIDAD 
ELECTROFORÉTICA  
5.3.1 Introducción 
Se han propuesto diversos prerrequisitos para el origen de la vida, como la existencia 
de agua líquida, concurrencia de los elementos básicos para la vida (O,N,C e H), ausencia de 
radiación UV o protección frente a la misma… y el aumento en la complejidad molecular es 
uno de ellos.  Para que se formen biopolímeros funcionales como el DNA o RNA es necesario 
un aumento de la complejidad molecular desde moléculas orgánicas simples como el HCN.  
Los polímeros de cianuro pueden contener fragmentos con una amplia distribución de 
pesos moleculares. 123  Hasta la fecha, se han realizado pocos estudios acerca de la 
distribución macromolecular en estos polímeros 57, 59, 113, 224, 225 y ninguno acerca de la 
evolución de la distribución de pesos moleculares en el tiempo. Los biopolímeros presentes en 
los seres vivos (DNA, RNA, proteínas) se pueden caracterizar mediante sus propiedades 
electroforéticas. De la misma forma se pueden caracterizar los polímeros de cianuro 187 y 
comparar ambos movilidades electroforéticas. En este capítulo vamos a analizar la formación 
de fracciones macromoleculares de cianuro con movilidad electroforética a lo largo el tiempo 
mediante dos técnicas electroforéticas clásicas de proteínas y ácidos nucleicos: electroforesis 
en geles de tricina y electroforesis en geles de agarosa respectivamente.  
5.3.2 Resultados 
Se identificaron fracciones macromoleculares en los polímeros de cianuro sintetizados 
bajo las condiciones experimentales que se detallan en la 5.1.2.1 Synthesis of the HCN 
polymers.  
5.3.2.1 Estudio comparativo en función de las condiciones de reacción 
. Se analizó la evolución de la formación de fracciones macromoleculares con 
movilidad electroforética mediante electroforesis en geles de tricina y agarosa como queda 
descrito en 5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis y 
5.3.5.3 Electroforesis nativa en geles de agarosa. 
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Las reacciones a mayor temperatura, 38 ºC, fueron las primeras en tornarse 
amarillentas y mostraron precipitado negro a las 12 horas. Las reacciones a 25 ºC se tornaron 
amarillentas a las 6 horas de reacción y mostraron precipitado negro a las 24 horas. Las 
reacciones llevadas a cabo a temperatura de 4 ºC alcanzaron un tono amarillento a las 72 
horas y se observó precipitado negro a los 168 horas del inicio de la reacción. 
 El pH final de cada reacción, la cantidad de polímero insoluble obtenido, el 
porcentaje de polímero soluble > 3 kDa y el momento de aparición de las fracciones 
macromoleculares con movilidad electroforética quedan recogidos en la  Tabla 29. Como 
puede observarse las fracciones macromoleculares de los polímeros de cianuro con movilidad 
electroforética se formaron antes (transcurridas 4 horas) en aquellos experimentos realizados a 
38 ºC y en ausencia de amonio (experimentos 13, 16 y 19) frente a sus respectivos 
experimentos control en presencia de amonio (experimentos 1, 4 y 7 transcurridas 24 horas). 
A continuación, se identificaron fracciones macromoleculares de los polímeros de cianuro con 
movilidad electroforética en los experimentos llevados a cabo a 25 ºC (experimentos 2, 5, 8, 
11, 14, 17, 20, 23 transcurridas 24-48 horas)  y por último en los experimentos llevados  
acabo a 4ºC  (experimentos 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24, transcurridos 6-21 días).  
La presencia de amonio retrasó la aparición de fracciones macromoleculares de los 
polímeros de cianuro con movilidad electroforética independientemente del resto de 
condiciones. Este efecto se vio incrementado en aquellos experimentos llevados  a cabo a 38 
ºC (experimentos 1 y 7 frente a sus respectivos experimentos control sin amonio 3 y 19)  y a 4 
ºC (experimentos 3 y 9 frente a sus respectivos experimentos control sin amonio 15 y 21).  
La ausencia de O2 o la presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo, 
no pareció afectar a los tiempos de aparición de las fracciones macromoleculares con 
movilidad electroforética, excepto en aquellos experimentos llevados a cabo a 4 ºC. En este 
caso, la presencia de atmósfera inerte retraso la aparición de las fracciones macromoleculares 
con movilidad electroforética, pasando de 7 días  a 21 días en presencia de amonio y 
disolución salina a 4 ºC (experimentos 6 y 12) . En ausencia de amonio y disolución salina, la 
presencia de atmósfera inerte retrasó la aparición de estas fracciones macromoleculares 
pasando de 4 a 21 días (experimentos 4 y 21). 
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Tabla 29. Condiciones experimentales, peso de los polímeros insolubles ,  porcentaje de los 
polímeros solubles de cianuro y momento de aparición (en días) de las fracciones macromoleculares 
con movilidad electroforética en los polímeros de cianuro obtenidos a diferentes temperaturas. 
 [a] Disoluciones equimolares de NH4Cl y NaCN (1M,10 mL) o disoluciones de NaCN (1M, 10 
mL) a pH 9,2 ajustadas con HCl ; [b] T: temperatura de la reacción; [c] Disolución salina simulando el 
mar primitivo (+) o agua Milli Q (-); [d] En presencia de O2 atmosférico (+) o en atmósfera inerte (-); 
[e]tiempo de aparición (en días) de las fracciones macromoleculares por debajo de 10 kDa con 
movilidad electroforética en geles de tricina.  
 
5.3.2.2 Estudio de las fracciones macromoleculares con movilidad electroforética 
5.3.2.2.1 Movilidad electroforética en geles de tricina 
En la Figura 30 se muestran las fracciones macromoleculares de los polímeros de 
cianuro con movilidad electroforética obtenidas a lo largo de la reacción de polimerización 
(en minutos, horas y días) del experimento 14, antes de teñir el gel (A) y tras tinción con azul 
Coomasie (B). Los geles de electroforesis de los experimentos 1-24 se muestran en el material 
suplementario a esta tesis. Se identificaron hasta tres fracciones macromoleculares 
comprendidas en el rango de pesos 3-250 kDa. La mas pequeña, con un peso molecular 
aparente  por debajo de 10kDa (asignada como banda aparente 1), la siguiente entre 10- 15 
kDa (asignada como banda aparente 2) y por último una fracción con peso molecular aparente 
entre 100-250 kDa (asignada como banda aparente 3).  
Experimento 
 
Reactivo[a] T (°C) [b] Simulación mar 
primitivo [c] 
O2 [d] Aparición fracción 
(días) [e] 
1 NH4CN 38 - + 1 
2 NH4CN 25 - + 2 
3 NH4CN 4 - + 14 
4 NH4CN 38 + + 1 
5 NH4CN 25 + + 1 
6 NH4CN 4 + + 7 
7 NH4CN 38 - - 1 
8 NH4CN 25 - - 1 
9 NH4CN 4 - - 14 
10 NH4CN 38 + - 1 
11 NH4CN 25 + - 2 
12 NH4CN 4 + - 21 
13 NaCN 38 - + 0.17 
14 NaCN 25 - + 1 
15 NaCN 4 - + 4 
16 NaCN 38 + + 0.17 
17 NaCN 25 + + 1 
18 NaCN 4 + + 7 
19 NaCN 38 - - 0.17 
20 NaCN 25 - - 1 
21 NaCN 4 - - 21 
22 NaCN 38 + - 1 
23 NaCN 25 + - 1 
24 NaCN 4 + - 6 
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 A) 
 
 
 
 
 B) 
 
 
 
 
Figura 30. Electroforesis en geles Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20% (Biorad) del polímero 
de cianuro sintetizado a 25 ºC en presencia de oxígeno y ausencia de amonio y disolución salina 
(experimento 14): A) gel sin teñir; B) gel teñido con azul coomasie. 
En la Tabla 30 se muestra el momento de aparición de las diferentes fracciones 
macromoleculares asignadas como bandas 1, 2 y 3.. 
Como puede observarse primero aparecen las fracciones macromoleculares de los 
polímeros de cianuro de peso molecular aparente por debajo de 10 kDa, a las 24 horas para las 
condiciones identificadas como 14. A las 48 horas se observaron fracciones 
macromoleculares de los polímeros de cianuro con peso molecular aparente entre 10-15 kDa. 
Por último, a los 3 días se observaron fracciones macromoleculares de los polímeros de 
cianuro con peso molecular aparente entre 100-250 kDa. Es decir, se observó un aumento 
progresivo, con el tiempo de reacción, en peso aparente de las fracciones macromoleculares 
de cianuro con movilidad electroforética. 
No se observaron todas las bandas aparentes en todos los polímeros de cianuro . En los 
polímeros de cianuro sintetizados a 38 ºC (experimentos 1, 7, 10 y 19) no se observó la banda 
3  correspondiente a  la  fracción  macromolecular  de peso  aparente  100-250 kDa.  Tampoco 
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se observó en los polímeros de cianuro sintetizados a 4 ºC (experimentos 3, 6, 9 y 12). 
Probablemente, a 38 ºC, la polimerización de las fracciones entre 10-15 kDa hacia el polímero 
Tabla 30. Tiempo de aparición, en días, de las bandas 1, 2 y 3 en los polímeros de cianuro 
sintetizados a diferentes temperaturas mediante electroforesis Mini–PROTEAN Tris-Tricine 10-20% 
(Biorad). 
 
insoluble de mayor tamaño sea tan rápida que no podamos detectar los estados intermediarios 
entre 100-250 kDa, como ya se apuntaba en un trabajo anterior187y en la sección Intermediate 
products in cyanide polymerization de la presente tesis doctoral. En el caso de las 
polimerizaciones a 4ºC observamos que se forman fracciones macromoleculares de peso 
molecular aparente < 10kDa y entre 10-15 kDa a los 14 días del inicio de la reacción. Parece 
que la velocidad de formación de las fracciones macromoleculares sea menor a 4 ºC y no 
podemos descartar la posible formación de fracciones 100-250 kDa en tiempos mas largos de 
reacción. 
Sean cuales sean las condiciones experimentales parece claro que primero se forman 
las fracciones macromoleculares con movilidad electroforética de menor peso aparente (<10 
kDa y 10-15 kDa, banda 1 y 2 respectivamente) y transcurrido un tiempo la fracción 
macromolecular de peso molecular aparente 100-250 kDa (banda 3). 
Experimento BANDA 1 
(<10kDa) 
BANDA 2 
(10-15 kDa) 
BANDA 3 
(100-250kDa) 
1 1 1 0 
2 2 2 7 
3 14 14 0 
4 1 1 7 
5 1 1 30 
6 7 7 0 
7 1 1 0 
8 1 1 14 
9 14 14 0 
10 1 1 0 
11 2 2 14 
12 21 21 0 
13 0,17 0,17 1 
14 1 1 3 
15 4 14 14 
16 0,17 0,17 1 
17 1 1 2 
18 7 7 14 
19 0,17 0,17 0 
20 1 1 4 
21 21 21 21 
22 1 1 2 
23 1 1 3 
24 6 7 14 
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5.3.2.2.2 Movilidad electroforética en geles de agarosa 
En la Figura 31 se muestran las fracciones macromoleculares de cianuro con 
movilidad electroforética obtenidas a lo largo de la reacción de polimerización (en minutos, 
horas y días) del experimento 14 (A) y del experimento 10 (B) en un gel de agarosa. Los geles 
de electroforesis de agarosa de los experimentos 1-24 se muestran en el material 
suplementario a esta tesis. Se observaron hasta 3 fracciones macromoleculares con movilidad 
electroforética. Dos de ellas en sentido contrario al sentido de migración de los ácidos 
nucleicos (hacia el ánodo en vez hacia el cátodo, figura 14 B). No se pudo determinar el 
tamaño molecular aparente al no disponer de un marcador que migre en sentido contrario, 
pero se pueden diferenciar en una fracción mas pequeña (identificada como banda 1´) y otra 
más grande (identificada como banda 2´). La tercera fracción macromolecular migró en el 
mismo sentido que los ácidos nucleicos (identificada como banda 3´) de forma difusa, sin 
observarse una banda definida, por lo que se dificultó la asignación de tamaños moleculares 
aproximados. En la Tabla 31 queda recogida el momento de aparición (en horas) aproximado 
de las fracciones macromoleculares que migran hacia el cátodo y el ánodo en los geles nativos 
de agarosa de cada polímero de cianuro sintetizado a diferentes temperaturas y condiciones de 
reacción (experimentos 1-24). Como puede observarse sólo se apreciaron las fracciones mas 
pequeñas (banda 2´) que migraron hacia el ánodo en los polímeros de cianuro sintetizados en 
presencia de amonio, disolución salina y atmósfera inerte, (experimentos 10, 11 y 12) 
independientemente de la temperatura a la cual se llevo la reacción.  
La presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo favoreció la 
formación de la fracción que migró hacia el cátodo (banda 3´) (experimentos 6, 10, 11, 16, 17 
y 23) siendo el resto de las condiciones presentes para cada experimento diferentes entre sí. 
5.3.3 Discusión de los resultados 
5.3.3.1 Estudio comparativo en función de las condiciones de reacción 
 Efecto de la temperatura 
La temperatura afecta directamente 90 a la cinética de polimerización del cianuro, 
incrementando la velocidad de aparición de uno de los primeros oligómeros, el DAMN 32 y el 
rendimiento en polímero insoluble.  31 De la misma forma afecta a la cinética de aparición de 
las fracciones macromoleculares con movilidad electroforética, observándose la , 
observándose la fracción <10 kDa (banda 1) antes en los polímeros de cianuro sintetizados  
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Figura 31. Electroforesis en geles nativos de agarosa 2% de los polímeros de cianuro 
sintetizado a A)  25 ºC en presencia de oxígeno y ausencia de amonio y disolución salina 
(experimento 14); B) 38 ºC en presencia de atmósfera inerte, amonio y disolución salina (experimento 
10) 
 
Tabla 31. Tiempo de aparición, en días, de las fracciones con movilidad electroforética de los 
polímeros de cianuro 1-24 mediante electroforesis nativa en geles de agarosa al 2%. 
 
 
Experimento Banda 1´ Banda 2´ Banda 3´ 
1 5   
2 1   
3 14   
4 3   
5 4   
6 4  7 
7 4   
8 2   
9 14   
10 0,17 5 1 
11 3 5 6 
12 3 5  
13 4  14 
14 14   
15 30   
16 5  6 
17    
18 2   
19 5   
20 4   
21 4   
22 1   
23 4  14 
24 2   
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 a 38 ºC (a las 24 horas, experimento 1) frente a los sintetizados a 4 ºC (a las 336 horas, 
experimento 3). En un estudio previo 187  observamos que, en los polímeros de cianuro 
sintetizados a 38 ºC, no se identificó la fracción de 100-250 kDa a los 30 días de reacción. 
Basándonos en que la temperatura ejerce un control cinético de la reacción, la polimerización 
y el entrecruzamiento a 38 ºC sería tal que pasaría de fracciones macromoleculares mas 
pequeñas al producto final de la reacción, el polímero insoluble de cianuro.   
 Efecto del amonio 
Las bases como el amonio y radicales libres catalizan la reacción de polimerización de 
cianuro. Sin embargo la polimerización también procede en usencia de los mismos usando el 
pH optimo (9,2) en las condiciones iniciales de reacción. 32, 248  En estudios previos se observó 
que la presencia de amonio favorece la formación de adenina a partir de cianuro y de otros 
monómeros. 124 Sin embargo no hay estudios acerca del efecto del amonio en el proceso de 
formación de los polímeros solubles e insolubles de cianuro. La presencia de amonio retrasó 
la aparición de fracciones macromoleculares de los polímeros de cianuro con movilidad 
electroforética independientemente del resto de condiciones. Este efecto se vio incrementado 
en aquellos experimentos llevados  a cabo a 38 ºC (experimentos 1 y 7 frente a sus respectivos 
experimentos control sin amonio 3 y 19)  y a 4 ºC (experimentos 3 y 9 frente a sus respectivos 
experimentos control sin amonio 15 y 21). Desde que el amonio es capaz de solvatar los 
intermediarios de reacción como hacen las moléculas de agua 249   disminuyendo las barreras 
de energía entre intermediarios, y favorecer la síntesis de adenina a partir de cianuro, podría 
pensarse que favorecería la formaciones de fracciones macromoleculares de cianuro. Sin 
embargo los mecanismos de síntesis de adenina y mecanismos de formación de fracciones 
macromoleculares podrían ser diferentes y el amonio ejercer diferentes roles. 
5.3.3.2 Estudio de las fracciones macromoleculares con movilidad electroforética 
Hasta la fecha no se ha conseguido determinar el peso molecular de los polímeros de 
cianuro. En 1978 Ferris estimó que los oligómeros de cianuro tenían un peso molecular entre 
500 – 1000 Da. 114 En 1975, el grupo de Mizutani aisló fracciones de los polímeros de cianuro 
con un peso aproximado entre 100- 2000 Da. 57  En los años 90 Vujosevic 224 observó 
polímeros de cianuro en experimentos de radiolisis comprendidos entre 22000 y 10000 uma y 
Minard 123 afirmó que en los polímeros de cianuro existe un amplia distribución del rango de 
pesos.  
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5.3.3.2.1 Movilidad electroforética en geles de tricina 
Mediante el uso de geles de tricina hemos podido determinar la formación de tres  
fracciones macromoleculares con movilidad electroforética debido a los grupos funcionales 
cargados presentes en los polímeros de cianuro. La técnica utilizada es una técnica clásica en 
el análisis de proteínas, pero ello no implica que los polímeros de cianuro presenten enlaces 
peptídicos ni que su estructura sea como la de las proteínas.  
La temperatura parece ser el factor que más influye en la cinética de aparición de las 
fracciones macromoleculares.  
5.3.3.2.2 Movilidad electroforética en geles de agarosa 
Pese a saberse que los polímeros de cianuro están formados por monómeros muy 
heterogéneos como los ácidos nucleicos, es la primera vez que se usa una técnica de análisis 
clásica de los mismos, los  geles de agarosa. 
Los ácidos nucleicos están cargados negativamente y por ello migran hacia el polo 
positivo, el cátodo. Sin embargo en el caso de los polímeros de cianuro encontramos 
fracciones de tamaño desconocido que migran en sentido inverso, hacia el ánodo, por lo que 
estas fracciones deben presentar una mayor abundancia de cargas positivas, dotando a la 
molécula de una carga neta positiva. Además los polímeros de cianuro sintetizados en 
presencia de amonio, disolución salina  y atmósfera inerte, (experimentos 10, 11 y 12) 
presentaron dos fracciones cargadas positivamente, una de menor tamaño, presente sólo bajo 
estas condiciones experimentales y otra mayor, presente en el resto de los polímero de 
cianuro.  
5.3.4 Conclusiones 
Se desconoce el mecanismo subyacente en el proceso de polimerización del cianuro. 
Se han propuestos diversas rutas sintéticas 230, 231, 63  y diferentes estructuras de los polímeros 
de cianuro, 71, 132, 198  pero hasta la fecha ninguna abarcaba la posibilidad de la formación 
previa de fracciones macromoleculares de un rango de tamaño determinado y posterior 
entrecruzamiento. 
En un trabajo previo propusimos que las fracciones macromoleculares de cianuro 
podrían ser intermediarios en el proceso de polimerización, cuyo producto final es el polímero 
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insoluble de cianuro. Los resultados aquí expuestos avalan dicha hipótesis, al observarse un 
aumento gradual en el tamaño de las fracciones macromoleculares de cianuro con el tiempo.  
5.3.5 Materiales y métodos 
5.3.5.1 Síntesis de los polímeros de cianuro 
Los polímeros de cianuro se sintetizaron a partir de cantidades equimolares de NaCN 
y NH4Cl (1M, 10 mL) (experimentos 1-12) o bien a partir de NaCN en disolución a pH 9,2 
(experimentos 12-24) como descrito en la sección 5.1.2.1. Synthesis of the HCN polymers. 
Los experimentos se realizaron a diferentes temperaturas (4, rt y 38 ºC), en agua Milli Q o en 
presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo y bajo atmósfera inerte de N2 o 
en presencia de O2 . Las condiciones experimentales ensayadas quedan recogidas en la Tabla 
29. Se tomaron muestras de los crudos de reacción (500 uL) a diferentes tiempos ( 30 
minutos, 1,  4, 24 horas  y 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14, 21 y 30 días) y se almacenaron a -80 ºC hasta su 
posterior análisis. Se analizaron las fracciones macromoleculares de cianuro con movilidad 
electroforética mediante geles de tricina y agarosa. En todos los experimentos indicados el 
tiempo de reacción fue de 30 días. 
5.3.5.2 Electroforesis  en geles de tricina 
Se analizaron las alícuotas de los experimentos 1-24 tomadas a los diferentes tiempos  
de reacción mediante electroforesis en geles de tricina con queda descrito en  5.1.2.2 
Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis. 
5.3.5.3 Electroforesis nativa en geles de agarosa 
La electroforesis nativa de los crudos de reacción de los experimentos 1 – 24 de los 
experimentos a temperatura ambiente (experimentos 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20 y 23) se llevó a 
cabo en geles de agarosa al 2% (peso/volumen, p/v) preparados en TAE 1X, siendo éste el 
mismo tampón utilizado para la electroforesis. El tampón de carga de las muestras contenía 
azul de bromofenol 0.25% (p/v), xilencianol 0.25% (p/v) y glicerol 30% (v/v), y la 
electroforesis se llevó a cabo a voltaje constante (80 V) durante 200 min. Tras ello, el marcaje 
fluorescente de los “polímeros” se llevó a cabo utilizando el agente intercalante GelStar 
(Biorad) 1X durante 30 min, y se visualizó por trans-iluminación con luz ultravioleta (=320 
nm) 
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6.1 INFLUENCIA DE LA RADIACIÓN UV EN LA ESTRUCTURA DE LOS 
POLÍMEROS DE CIANURO SINTETIZADOS EN PRESENCIA DE 
AEROSOLES ACUOSOS.  
Hasta la fecha no se ha estudiado la posible influencia de la radiación UV en el 
proceso de polimerización del cianuro desde el punto de vista de la estructura polimérica. 
Como ya se ha comentado la radiación UV genera radicales hidroxilo en el medio acuoso, por 
ellos en este capítulo vamos a analizar si la radiación a 245 nm durante el proceso de 
polimerización afecta a la estructura final de los polímeros solubles e insolubles de cianuro. 
6.1.1 Determinación de grupos funcionales en los polímeros insolubles 
de cianuro mediante espectroscopia FT-IR 
Con objeto de determinar si existen diferencias significativas en la naturaleza de los 
polímeros insolubles obtenidos se registraron sus espectros FT-IR. La Figura 32 muestra los 
espectros FT-IR de los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia de radiación 
UV e interfases aire-agua y de sus correspondientes experimentos control. En la  Tabla 32 se 
recogen las bandas significativas para cada polímero y la posible identificación de los grupos 
funcionales. 
El polímero insoluble de cianuro sintetizado en presencia de radiación UV, interfases 
aire-agua  y sin amonio (experimento 55) mostró las siguientes bandas: Las bandas a 3383 y 
3313 cm-1 son características de tensiones de enlaces O-H y tensiones asimétricas de enlaces 
N-H de grupos NH2. El ensanchamiento en torno a 3300 cm
-1  es característicos de tensiones 
de enlaces O-H atribuibles a posibles grupos –COOH. La banda a 3198 cm-1es propia de 
tensiones simétricas del enlace N-H de los NH2. Estas bandas, que se observan bastante 
definidas, explicarían la presencia de aminas primarias y secundarias. Se observan pequeñas 
bandas a 3045, 2937 y 2854 cm-1 que podrían corresponder a tensiones de enlace C-H de 
grupos CH2 y tensión simétrica de enlaces C-H de grupos CH3. Una de las bandas más 
características de estos espectros, la que se registra alrededor de 2205 cm-1 y que es 
característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas no 
se observó. La disminución de intensidad de la banda C≡N puede producirse si los polímeros 
de cianuro incorporan oxígeno en la estructura.  250 Otros autores apuntan que una hidrólisis 
parcial o mayor estado de oxidación del polímero mostraría una menor intensidad de esta 
banda251.  A 1664 cm-1 se registra una banda intensa propia de tensiones de enlaces C=N, 
C=O y/o C=C que aparecería para compuestos como urea, amidas y/o triazinas. A 1606 cm-1  
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se observa una banda propia de vibraciones  de flexión de enlace N-H en grupos NH2. A 1403 
cm-1 se observó una banda intensa característica de tensiones de enlace C-N de amidas 
primarias. Alrededor de 1352 cm-1  se registra una banda característica de tensión de enlace de 
anillo en triazinas. La banda, muy intensa, a 1097 cm-1  podría corresponder a tensiones de 
enlace C-O de alcoholes primarios. A 791 cm-1 se registró una banda que podría corresponder 
a flexiones fuera del plano de enlaces C-H en triazinas. Finalmente a 460 cm-1 se localiza una 
banda aguda característica de tensión de enlace C-N-C en aminas. 
Sin embargo, el polímero insoluble sintetizados en las mismas condiciones arriba 
descritas, pero en ausencia de radiación UV (experimento 27), mostró bandas similares en la 
 
 
Figura 32. Espectros FT-IR de los polímeros insolubles de cianuro obtenidos en presencia de 
aerosoles acuosos y: a) amonio y ausencia de radiación UV (experimentos 27 y 31) b) amonio y 
radiación UV (experimentos 55 y 56) c) ausencia de amonio y ausencia de radiación UV 
(experimentos 35 y 39) d) ausencia de amonio y presencia de radiación UV (experimentos 57 y 58). 
En línea continua se representan los polímeros sintetizados en agua Milli Q y en línea discontinua los 
sintetizados en presencia de una dilación salina. Todos ellos fueros sintetizados bajo atmósfera inerte 
de N2. 
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Tabla 32. Bandas de absorción características de los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases aire-agua. La frecuencia esta expresada en 
cm-1. 
 
 
Polímeros insolubles de cianuro Identificación de los grupos vibracionales  
27 31 35 39 55 56 57 58   
   3695  3657  3650 tensión de OH en alcoholes libres 
  3563   3516  3510 tensión de enlace N-H en compuestos 
pirrólicos  
3325  3447 3338 3383 
3313 
3434 3325 3415 tensión de enlace O-H,  tensión asimétrica N-H 
en aminas primarias,  tensión enlace N-H en 
aminas secundarias 
3192 3186 3192 3167 3198  3173  tensión simétrica  N-H en aminas primarias 
2918 
2842 
 2918 
2854 
2848 3045 
2937 
2854 
2918 2931 
2854 
2918 tensión de enlace C-H grupos CH2,  tensión 
simétrica de enlace C-H de grupos C-CH3 
 2529 2517   2593  2574 estiramientos N-H en NH3+ en hidrohaluros 
2205  2256 2212   2212  tensión de enlace C≡N en nitrilos conjugados 
    2186     tensión de enlace asimétrica N=C=N- de 
carbodiimidas 
  2090 2046     grupos diazo -CH-N+=N- 
 1722 1772   1785    tensión de enlace C=O en α cetoesteres en la 
forma enólica 
1638 1625 1625 1645 1664 1645 1645 1645  tensión de enlace C=N en oximas e iminas,  
tensión de enlace C=O y flexión NH2 en amidas 
primarias,  tensión de enlace C=O en ureas,  
tensión de enlace C=C en alquenos 
    1606    vibraciones de flexion del enlace N-H en 
grupos NH2 en aminoácidos 
1555      1549  flexión N-H (banda II amidas),  tensión de 
enlace de anillo en traizinas 
 1460  1492  1492 1492 1492 tensión asimétrica  N=N-O en compuestos 
azoxy 
        vibraciones de flexion CH2 
  1441 1422 1403 1422 1403 1428 tensiones de enlace C-N de amidas primarias 
(banda III de amidas) 
1397  1358 
1307 
 1352     tensión de enlace de anillo en triazinas 
1,3,4,5-trisustituidas 
1237 1250 1225 1269 
1192 
  1192   tensión de enlace C-N enaminas conjugadas 
     1116  1123 tensiones de enlace C-O de alcoholes 
secundarios o terciarios 
1078 
1027 
1097 
1053 
1059 1078 
1021 
1097 1065 1078 1008 tensiones de enlace C-O de alcoholes 
primarios 
 855 874   887  
842 
 881 
849 
CH2 fuera del plano en vinilidenos 
  773 798 791 798 773 798 flexiones fuera del plano de enlaces C-H en 
triazinas 
 709  709    715 flexiones del enlace -O=C-O en ácidos 
carboxílicos, flexiones del enlace C-O-H de 
grupos OH, flexiones del enlace O-C-O- en 
esteres  
  690 
619 
   619  flexiones del enlace N-C=O en amidas 
  537  460 594  594 tensión de enlace C-N-C en aminas 
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zona de 3300 - 1600 cm-1, excepto las que corresponden a la tensión de enlace C≡N de nitrilos 
conjugados. En ausencia de radiación UV (experimento 27) se observó una banda poco 
intensa pero bien definida en 2205 cm-1, ausente en el polímero irradiado (experimento 55). 
En la zona que abarca de 1600 – 1027 cm-1 se observó una banda muy ancha con hombros a 
1555 cm-1 correspondientes a flexiones de enlace N-H (banda II amidas) y tensión de enlace 
de anillo en triazinas. Otro hombro a 1237 cm-1 que podría corresponder a la tensión de enlace 
C-N en enaminas conjugadas y a 1078 cm-1 propio de tensiones de enlace C-O de alcoholes 
primarios. A la vista de los espectros FT-IR, la radiación UV, en interfases aire-agua, parece 
favorecer un mayor estado de oxidación de los polímeros de cianuro y menor diversidad en 
grupos funcionales. 
La adición de una simulación del mar primitivo (experimento 56) a las condiciones 
anteriores (en presencia de radiación UV e ión amonio) favoreció la formación de un 
polímero insoluble de cianuro con las siguientes bandas : Una banda muy ancha en la zona 
comprendida entre 3600-1700 cm-1 correspondiente a las vibraciones de estiramiento de 
enlaces O-H y N-H. A 1645 cm-1 se registra una banda intensa propia de tensiones de enlaces 
C=N, C=O y/o C=C que aparecería para compuestos como urea, amidas y/o triazinas. En 
1492 cm-1 se observa una banda muy intensa propia de la tensión asimétrica en compuestos 
azoxy. La banda, también, muy intensa, a 1422 cm-1, podría corresponder a tensiones de 
enlace C-N de amidas terciarias.  
En resumen, el análisis FT-IR mostro que la presencia de radiación UV favorece la 
formación de especies oxidadas en los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en 
presencia de ión amonio e interfases aire-agua (experimento 55) respecto a su experimento 
control sin irradiar (experimento 27). De la misma forma, los polímeros sintetizados bajo 
radiación UV (experimento 55), mostraron menor intensidad de banda correspondiente al 
enlace  C≡N, respecto a su experimento control sin irradiar (experimento 27). Es decir, la 
radiación UV, en presencia de interfases aire-agua, favorece las reacciones de oxidación y 
fotodestrucción durante el proceso de polimerización.  
En ausencia de ión amonio, la radiación UV también favoreció las reacciones de 
oxidación de los polímeros de cianuro sintetizados en aerosoles salinos (experimento 58) 
frente a su respectivo experimento control sin irradiar (experimento 39). Así se puede 
observar en el ensanchamiento alrededor de la banda de 3300 cm-1 (experimento 58) 
(indicativo de grupos –COOH) y la pérdida de la banda correspondiente al enlace C≡N. Sin 
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embargo, bajo las mismas condiciones de reacción en aerosoles acuosos (experimento 57) el 
efecto de la radiación UV no fue tan claro. No se produjo ensanchamiento en la zona 
alrededor de 3300 cm-1 y se mantuvo la banda correspondiente al enlace C≡N aunque 
disminuyo bastante su intensidad en comparación con su respectivo experimento control sin 
irradiar (experimento 35). Cabe destacar que la presencia de radiación UV durante el proceso 
de polimerización (experimento 57) favoreció la desaparición de la banda a 2090 cm-1 
característica de los grupos diazo. Así mismo se produjo un ensanchamiento en la banda 
alrededor de 1645 cm-1  indicativa de tensiones de enlace C=N, C=O y C=C (experimento 57).  
En cuanto al posible efecto de la disolución salina en presencia de aerosoles cabe 
destacar que el polímero irradiado en presencia de aerosoles acuosos (experimento 57) mostró 
mayor intensidad de banda correspondiente al enlace  C≡N, respecto a su experimento control 
en aerosoles salinos (experimento 58). Así parece que la presencia de disoluciones salinas 
favorece los procesos de fotodestrucción y oxidación en los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases aire-agua. 
En resumen: i) la presencia de radiación UV parece tener un efecto fotodestructor 
disminuyendo la diversidad en grupos funcionales e intensidad de bandas. ii) La presencia de 
ión amonio generó polímeros con menor diversidad en grupos funcionales y complejidad.  
6.1.2 Determinación de grupos funcionales en los polímeros solubles de 
cianuro mediante espectroscopia FT-IR 
La Figura 33 muestra los espectros FT-IR de los polímeros solubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases aire-agua y de sus correspondientes 
experimentos control.  En la Tabla 33  se recogen las bandas registradas en cada experimento 
y la posible identificación de los grupos funcionales. 
El polímero soluble de cianuro sintetizados en presencia de radiación UV, interfases 
aire-agua y amonio mostró las siguientes bandas (experimento 55): La banda a 3377 y 3313 
cm-1 es característica de tensiones de enlaces O-H y tensiones asimétricas de enlaces N-H de 
grupos NH2. La banda a 3198 cm
-1es propia de tensiones simétricas del enlace N-H de los 
NH2. Estas bandas explicarían la presencia de aminas primarias y secundarias. Se observó una 
pequeña banda a 2918 cm-1 y 2848 cm-1 que podría corresponder a tensiones de enlace C-H de 
grupos CH2 y tensión simétrica de enlaces C-H de grupos CH3. Una de las bandas más 
características de estos espectros, la que se registra alrededor de 2199 cm-1 y que es 
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característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas fue 
poco intensa.. A 1664 cm-1 se registra una banda intensa muy ancha  propia de tensiones de 
enlaces C=N, C=O y/o C=C que aparecería para compuestos como urea, amidas y/o triazinas. 
A 1619  cm-1  se registró  una  banda correspondiente a  tensiones de flexión de enlace N-H en 
grupos NH2. A 1453 cm-1 se observó una banda característica de tensión simétrica en 
compuestos azoxy. Alrededor de 1352 cm-1  se registra una banda característica de tensión de 
enlace de anillo en triazinas. La banda a 1097 cm-1  podría corresponder a tensiones de enlace 
 
Figura 33. Espectros FT-IR de los polímeros solubles de cianuro obtenidos en presencia de 
aerosoles acuosos y: a) amonio y ausencia de radiación UV (experimentos 27 y 31) b) amonio y 
radiación UV (experimentos 55 y 56) c) ausencia de amonio y ausencia de radiación UV 
(experimentos 35 y 39) d) ausencia de amonio y presencia de radiación UV (experimentos 57 y 58). 
En línea continua se representan los polímeros sintetizados en agua Milli Q y en línea discontinua los 
sintetizados en presencia de una disolución salina. Todos ellos fueros sintetizados bajo atmósfera 
inerte de N2. 
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Tabla 33. Bandas de absorción características de los polímeros solubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases aire-agua. La frecuencia esta expresada en 
cm-1.  
 
C-O de alcoholes. A 982 cm-1 se registró una banda que podría corresponder a flexiones fuera 
del plano de enlaces C-H en vinilenos. El polímero soluble sintetizados en las mimas 
condiciones que el anterior pero en ausencia de radiación UV (experimento 27) mostró las 
mismas bandas que el polímero soluble 55, y además se observó una banda a 2046 cm-1 propia 
de diazocompuestos -CH=N+=N-  y otra banda en 798 cm-1 propia de flexiones fuera del plano 
de enlaces C-H en triazinas. Parece que la radiación UV, en presencia de aerosoles acuosos e 
ión amonio, disminuyó la diversidad en grupos funcionales en los polímeros solubles de 
cianuro como indica la desaparición de las bandas propias de diazocompuestos en el polímero 
55.  
Polímeros solubles de cianuro Identificación de los grupos vibracionales 
27 31 35 39 55 56 57 58  
   3701     tensión de OH en alcoholes libres 
      3466 3402 tensión de enlace N-H en compuestos pirrólicos 
3383  
3325 
3383  3364 3377  
3313 
3396 3383  tensión de enlace O-H,  tensión asimétrica N-H en 
aminas primarias,  tensión enlace N-H en aminas 
secundarias 
3186 3224   3198 3210   tensión simétrica  N-H en aminas primarias 
2918  2980 2925 2918  2962  tensión de enlace C-H grupos CH2,  tensión simétrica 
de enlace C-H de grupos C-CH3 
2848  2817  2848 2855 2848  tensión de enlace CH3 unido a O o N 
 2364    2298 2492  
2415 
2556 estiramientos N-H en NH3+ en hidrohaluros 
      2237 2249 tensión de enlace C≡N en nitrilos conjugados 
2193 2199  2193 2199 2199 2179  
2116 
2160 tensión de enlace asimétrica N=C=N- de carbodiimidas 
2090      2077  grupos diazo -CH-N+=N- 
   1810    1829 tensión de enlace C=O en β-lactonas 
      1766  tensión de enlace C=O en α cetoesteres e la forma 
enólica 
1670 1651 1670  1664 1652 1664  tensión de enlace C=N en oximas e iminas,  tensión de 
enlace C=O y flexión NH2 en amidas primarias (banda I 
amidas),  tensión de enlace C=O en ureas,  tensión de 
enlace C=C en alquenos 
  1625 1613 1619 1613 1619 1619 vibraciones de flexion del enlace N-H en grupos NH2 en 
aminoácidos 
        tensión asimétrica  N=N-O en compuestos azoxy 
  1447 1453 1453  1453 1460 vibraciones de flexion CH2 
 1409 1397   1410 1397  tensiones de enlace C-N de amidas primarias (banda III 
de amidas) 
1358 1301 1364  1352 1329 1358  
1307 
 tensión de enlace de anillo en traizinas 1,3,4,5-
trisustituidas 
      1206  tensión de enlace C-N enaminas conjugadas 
1148  
1084 
  1078 1097  1097 1097 tensiones de enlace C-O de alcoholes secundarios o 
terciarios 
 1034 1078   1039 1034  tensiones de enlace C-O de alcoholes primarios 
    982    flexiones fuera del plano de enlaces C-H en vinilenos 
  868 887   881 881 flexiones CH2 fuera del plano en compuestos vinílicos 
798  829      flexiones fuera del plano de enlaces C-H en triazinas 
  773 
702 
  780 779 
696 
 flexiones del enlace -O=C-O en ácidos carboxílicos, 
flexiones del enlace C-O-H de grupos OH, flexiones del 
enlace O-C-O- en esteres 
 657     626  flexiones del enlace N-C=O en amidas 
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En el polímero soluble sintetizado en presencia de aerosoles salinos, ión amonio y 
presencia de radiación UV (experimento 56) se observó un ensanchamiento de las banda 
alrededor de 3300 cm-1 . Así mismo cabe destacar la desaparición de la banda alrededor de 
2200 cm-1  atribuible a las tensiones de enlaces C≡N y la diminución en intensidad de la 
banda 1664 cm-1 propia de tensiones de enlaces C=N, C=O y/o C=C que aparecería para 
compuestos como urea, amidas y/o triazinas. Parece que la presencia de una disolución salina 
(experimento 56) es la responsable de la disminución de la intensidad de las bandas 
anteriormente nombradas en comparación con el polímero soluble sintetizado en aerosoles 
acuoso (experimento 55). En ausencia de radiación UV (experimento 31) y bajo las mismas 
condiciones experimentales (presencia de aerosoles salinos e ión amonio) se observó mayor 
intensidad de las siguientes bandas: alrededor de 3300 cm-1 característica de tensiones de 
enlaces O-H y tensiones asimétricas de enlaces N-H de grupos NH2. , la banda próxima a de 
2200 cm-1  atribuible a las tensiones de enlaces C≡N y la banda 1664 cm-1 propia de tensiones 
de enlaces C=N, C=O y/o C=C que aparecería para compuestos como urea, amidas y/o 
triazinas. De tal forma podemos decir que la radiación UV, en presencia de aerosoles salinos, 
causa una disminución en la intensidad de estas bandas. 
El espectro FT-IR del polímero soluble de cianuro sintetizado en presencia de 
aerosoles acuosos, ausencia de amonio y presencia de radiación UV (experimentos 57), se 
diferenció bastante del polímero soluble sintetizado en las mismas condiciones y presencia de 
amonio (experimento 55). Destacó la banda a 2492 y 2415 cm-1 propia de  estiramientos N-H 
en NH3
+ en hidrohaluros y una banda muy pronunciada en 2237 cm-1 de tensión de enlace 
C≡N en nitrilos conjugados. Se observaron varias bandas a  2179 y 2116 cm-1 de tensiones de 
enlaces C≡N.  Se identificó una banda a 1766 cm-1 propia de tensión de enlace C=O en α-
cetoesteres en la forma enólica.  A 1664 cm-1 se estrechó la banda propia de tensiones de 
enlaces C=N, C=O y/o C=C que aparecería para compuestos como urea, amidas y/o triazinas. 
A 1460 cm-1 aumentó la intensidad de la banda correspondiente a vibraciones de flexion CH2 . 
Se identificó otra banda a 1358 y 1307 cm-1 de tensión de enlace de anillo en  triazinas y la 
aparición de otra banda a 1034 cm-1 correspondiente a tensiones de enlace C-O de alcoholes 
primarios. La banda, muy aguda e intensa, a 881 cm-1 corresponde a flexiones CH2 fuera del 
plano en compuestos vinílicos y la banda a 626 cm-1 , también muy aguda e intensa, propia de 
flexiones del enlace N-C=O en amidas. Cuando la polimerización del cianuro se realizó en 
presencia de aerosoles acuosos y radiación UV, parece que la presencia de ión amonio 
disminuye la diversidad en grupos funcionales en la estructura del polímero soluble.  
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El polímero soluble sintetizado en las mismas condiciones que el anterior 
(experimento 57) pero añadiendo una disolución salina simulando el mar primitivo 
(experimento 58), mostró menor diversidad en grupos funcionales. Destaca el ensanchamiento 
de la zona entre 3377- 2415 cm-1 y la desaparición de la banda a 2237 cm-1 de tensión de 
enlace C≡N en nitrilos conjugados. Tampoco se observaron las bandas a 1664 cm-1 
correspondientes a tensiones de enlaces C=N, C=O y/o C=C que aparecería para compuestos 
como urea, amidas y/o triazinas. y la banda a 1358 cm-1 de tensión de enlace de anillo en  
triazinas.  
En comparación, sin radiación UV (experimentos 35) y bajo las mismas condiciones 
de reacción (experimento 57) se observaron bandas muy similares en la región 3377- 2415 
cm-1, con mayores intensidades de banda en el polímero sintetizado en ausencia de radiación 
UV (experimento 35), cabe destacar la menor intensidad de banda alrededor de 2237 cm-1 , así 
como en 1664 cm-1 , propia de tensiones de enlaces C=N, C=O y/o C=C,  a 1460 cm-1  y a 
1097 cm-1  propia de tensiones de enlace C-O en el polímero sintetizado en ausencia de 
radiación UV (experimento 35). Parece que la radiación UV tiene menor efecto 
“fotodegradante” en ausencia de ión amonio. Además, en presencia de aerosoles salinos y 
ausencia de ión amonio (experimento 39) la radiación UV no afectó significativamente a la 
presencia e intensidad de las bandas identificadas (experimento 58).  
Los espectros de los polímeros solubles e insolubles mostraron alguna similitudes, 
especialmente en la zona de los 3000 cm-1 con mayores intensidades de banda en los 
polímeros insolubles. Las mayores diferencias se encontraron en la zona de los 1600 cm-1 , en 
los polímeros insolubles se observó mayor diversidad de grupos funcionales y mayor 
intensidad de bandas.  
En resumen: i) la presencia de radiación UV, en general, parece tener un efecto 
fotodestructor disminuyendo la diversidad en grupos funcionales e intensidad de bandas. ii) 
La presencia de ión amonio disminuyó notablemente la diversidad en grupos funcionales y 
complejidad en la polímeros solubles de cianuro.  
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6.1.3 Influencia de las interfases hielo-agua líquida en la estructura de 
los polímeros de cianuro  
6.1.4 Determinación de grupos funcionales en los polímeros insolubles 
de cianuro mediante espectroscopia FT-IR 
La Figura 34 muestra los espectros FT-IR de los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases hielo-agua y de sus correspondientes experimentos 
control. En la Tabla 34 se recogen las bandas registradas en cada experimento y la posible 
identificación de los grupos funcionales. 
 
 
Figura 34. Espectros FT-IR de los polímeros insolubles de cianuro obtenidos en presencia de 
a) agua líquida y oxígeno (experimentos 3 y 6) b) interfase hielo-agua y oxígeno (experimentos 49 y 
52) c) agua líquida y atmósfera inerte (experimentos 9 y 12) d) interfase hielo-agua y atmósfera inerte 
(experimentos 50 y 53). En línea continua se representan los polímeros sintetizados en agua Milli Q y 
en línea discontinua los sintetizados en presencia de una disolución salina. Todos los experimentos 
se llevaron a cabo en presencia de ión amonio. 
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Tabla 34. Bandas de absorción características de los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases hielo-agua. La frecuencia esta expresada en cm-1. 
 
El polímero insoluble de cianuro sintetizado en presencia de interfase hielo-agua y O2 
atmosférico (experimento 49) mostró las siguientes bandas: La banda a 3453 cm-1 puede 
deberse a la tensión de enlace simple N-H en compuestos pirrólicos, una tensión asimétrica N-
H o a una tensión de enlace O-H. La banda a 3351 cm-1 es característica de tensiones de 
enlaces O-H y tensiones asimétricas de enlaces N-H de grupos NH2. La banda a 3167 cm
-1es 
propia de tensiones simétricas del enlace N-H de los NH2. Estas bandas explicarían la 
presencia de aminas primarias y secundarias. En presencia de interfases hielo-agua y oxígeno, 
no se observaron bandas a 2931  y 2848 cm-1que podrían corresponder a tensiones de enlace 
C-H de grupos CH2 y tensión simétrica de enlaces C-H de grupos CH3. Una de las bandas más 
característica en estos espectros es la que se registró alrededor de 2205 cm-1y que es 
característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas. 
Alrededor de los 1486 cm-1se registra una banda característica de tensión asimétrica  N=N-O 
en compuestos azoxy.  A 1400 cm-1 se observa una banda característica de tensiones de enlace 
C-N de amidas terciarias. A 1397 cm-1  se registra una banda de tensión de enlace C-N de 
Polímeros insolubles de cianuro Identificación de los grupos vibracionales 
3 6 9 12 49 50 52 53  
   3434 3453   3408 Tensión de enlace N-H en compuestos pirrólicos 
3334 3343 3334 3325 3351 3288 3325 3383 Tensión de enlace O-H,  tensión asimétrica N-H en 
aminas primarias,  tensión enlace N-H en aminas 
secundarias 
3198 3213 3204 3192 3167 3160 3186  Tensión simétrica N-H en aminas primarias 
2917 
2861 
2925 
2852 
2931 
2849 
  2931 2918 
2854 
2906 
2848 
Tensión de enlace C-H grupos CH2,  tensión simétrica 
de enlace C-H de grupos C-CH3 
2220 2220 2216 2212 2205 2218 2218  Tensión de enlace C≡N en nitrilos conjugados 
      2619 2504 Estiramientos N-H en NH3+ en hidrohaluros 
       1753  tensión de enlace C=O en  cetoesteres en la forma 
enólica 
1646 1641 1641 1645 1632 1658 1632  Tensión de enlace C=N en oximas e iminas,  tensión 
de enlace C=O y flexión NH2 en amidas primarias,  
tensión de enlace C=O en ureas, tensión de enlace 
C=C en alquenos 
1560 1563      1600 Vibraciones de flexion del enlace N-H en grupos NH2 
en aminoácidos 
1500 1491 1491 1486 1486 1492 1492 1473 Tensión asimétrica  N=N-O en compuestos azoxy 
        Vibraciones de flexion CH2 
1409 1413 1401 1397 1397 1409 1390  Tensiones de enlace C-N de amidas primarias 
(banda III de amidas) 
   1397     Tensión de enlace de anillo en traizinas 1,3,4,5-
trisustituidas 
1247 1252 1247 1262 1237 1256 1243  Tensión de enlace C-N enaminas conjugadas 
     1040 1071 1084 
1027 
Tensiones de enlace C-O de alcoholes primarios 
 858  881   874 881 Vibración CH2 fuera del plano en vinilidenos 
  785      Flexiones fuera del plano de enlaces C-H en 
triazinas 
643 628 633 619 651 632 702 747 Flexiones del enlace -O=C-O en ácidos carboxílicos , 
flexiones del enlace C-O-H de grupos OH, flexiones 
del enlace O-C-O- en esteres 
 628  619     Flexiones del enlace N-C=O en amidas 
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amidas primarias. A 1256 cm-1  se registra una banda de tensión de enlace C-N de enaminas 
conjugadas. La banda a 1040 cm-1podría corresponder a tensiones de enlace C-O de alcoholes. 
Finalmente a 632 cm-1se localiza una banda ancha característica de torsiones y flexiones para 
los grupos CH2 y N-C=O de amidas. Comparativamente, el polímero sintetizado en presencia 
de interfase hielo-agua (experimento 49), mostró menor diversidad en grupos funcionales que 
sus respectivos experimentos control a temperatura constante de 4 ºC (experimento 3). En el 
polímero sintetizado a 4 ºC (experimento 3) se identificaron las mismas bandas 
correspondientes a los grupos O-H, N-H, C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas 
y N=N-O en compuestos azoxy. Además se observaron bandas a 2931 y 2848 cm-1que 
podrían corresponder a tensiones de enlace C-H de grupos CH2 y tensión simétrica de enlaces 
C-H de grupos CH3. A 1646 cm
-1 se registra una banda intensa propia de tensiones de enlaces 
C=N, C=O y/o C=C que aparecería para compuestos como urea, amidas y/o triazinas. A 1560 
cm-1  se observa una banda que corresponde a la flexión N-H (banda II amidas) y tensión de 
enlace de anillo en triazinas.  
Cuando se añadió una disolución salina simulando el mar primitivo en interfases 
hielo-agua (experimento 52) se observaron las mimas bandas que en su respectivo 
experimento control realizado en agua Milli Q (experimento 49) pero disminuyo la intensidad 
de las mismas. En ausencia de interfases hielo-agua (experimento 6), las bandas identificadas 
características de tensiones de enlaces O-H y tensiones asimétricas de enlaces N-H de grupos 
NH2, las característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N-  y las propias de tensiones de 
enlaces C=N, C=O y/o C=C fueron muy similares al experimento llevado a cabo sin 
disolución salina (experimento 3) y de mayor intensidad respecto al experimento llevado a 
cabo en presencia de interfases hielo-agua y disolución salina (experimento 52). Cabe 
destacar que la presencia de interfases hielo-agua (experimento 52) disminuyo drásticamente 
la intensidad de las bandas anteriormente citadas (experimento 6). 
Los polímeros de cianuro sintetizado en ausencia de O2 y presencia de interfases hielo-
agua (experimento 50) mostró bandas menos intensas y estrechas que su respectivo 
experimentos control en presencia de O2 (experimento 49). Además se observaron bandas a 
2931 y 2848 cm-1 que podrían corresponder a tensiones de enlace C-H de grupos CH2 y 
tensión simétrica de enlaces C-H de grupos CH3. En la zona de 1500 a 1040 cm
-1 se 
detectaron bandas estrechas de poca intensidad. Alrededor de los 1486 cm-1se registra una 
banda característica de tensión asimétrica  N=N-O en compuestos azoxy. A 1400 cm-1 se 
observa una banda característica de tensiones de enlace C-N de amidas terciarias. A 1397 cm-1  
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se registra una banda de tensión de enlace C-N de amidas primarias. A 1256 cm-1  se registra 
una banda de tensión de enlace C-N de enaminas conjugadas. La banda a 1040 cm-1podría 
corresponder a tensiones de enlace C-O de alcoholes. En ausencia de interfases hielo-agua 
(experimento 9) se obtuvo un espectro FT-IR muy similar al analizado (experimento 50), con 
mayor intensidad de las bandas a 3300, 2220 y 1645 cm-1 . 
La presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo y las interfases 
hielo-agua (experimento 53) favoreció la aparición de nuevas bandas y la variación en 
intensidad de las mismas en los polímeros insolubles de cianuro. Las bandas a 2619 y 2504 
cm-1 corresponden a estiramientos de enlace de N-H en iones NH3
+ de hidrohaluros. Una 
banda muy intensa en 1473 cm-1 correspondiente a tensión asimétrica del enlace N=N-O en 
compuestos azoxy. A 881 cm-1 se observa otra banda aguda y muy intensa, que se identifica 
con  la vibración de grupos CH2 fuera del plano en vinilidenos. La banda a 747 cm
-1 , aguda 
pero menos intensa, corresponde a flexiones del enlace -O=C-O en ácidos carboxílicos, 
flexiones del enlace C-O-H de grupos OH, flexiones del enlace O-C-O- en esteres. Bajo estas 
condiciones, en GC-MS sólo se identificó ácido láctico y glicólico tras posterior hidrólisis. 
A la vista de los espectros FT-IR de los polímeros insolubles, podemos decir que se 
observaron diferencias entre los espectros correspondientes a las reacciones que se llevaron a 
cabo en presencia de interfase hielo-agua frente a sus respectivos experimentos control a 4 ºC. 
Se observó, en general, un ensanchamiento en la zona de 3300 cm-1 y mayor intensidad de la 
banda característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- en presencia de interfase hielo-
agua. En líneas generales, la presencia de O2 no generó diferencias significativas. 
6.1.5 Determinación de grupos funcionales en los polímeros solubles de 
cianuro mediante espectroscopia FT-IR 
La  Figura 35 muestra los espectros FT-IR de los polímeros solubles de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases hielo-agua y de sus correspondientes experimentos 
control. En la Tabla 35 se recogen las bandas principales de cada espectro FT-IR de los 
polímeros solubles y sus posibles grupos funcionales. 
En el caso de los espectros FT-IR de los polímeros solubles de cianuro se encontraron 
diferencias respecto a sus polímeros insolubles correspondientes. El polímero soluble de 
cianuro sintetizado en presencia de interfase hielo-agua y O2 atmosférico (experimento 49) 
mostró las siguientes bandas: La banda a 3377 cm-1 es característica de tensiones de enlaces 
Estudio estructural de polímeros de cianuro mediante espectroscopía FT-IR 199 
 
 
    
 
Figura 35. Espectros FT-IR de los polímeros solubles de cianuro obtenidos en presencia de a) 
agua líquida y oxígeno (experimentos 3 y 6) b) interfase hielo-agua y oxígeno (experimentos 49 y 52) 
c) agua líquida y atmósfera inerte (experimentos 9 y 12) d) interfase hielo-agua y atmósfera inerte 
(experimentos 50 y 53). ). En línea continua se representan los polímeros sintetizados en agua Milli Q 
y en línea discontinua los sintetizados en presencia de una disolución salina. Todos los experimentos 
se llevaron a cabo en presencia de ión amonio. 
 
O-H y tensiones asimétricas de enlaces N-H de grupos NH2. La banda a 3198 cm
-1es propia 
de tensiones simétricas del enlace N-H de los NH2. Estas bandas explicarían la presencia de 
aminas primarias y secundarias. En algunos casos se observan unas pequeñas bandas a 2931 y 
2842 cm-1que podrían corresponder a tensiones de enlace C-H de grupos CH2 y tensión 
simétrica de enlaces C-H de grupos CH3. Una de las bandas más característica en estos 
espectros es la que se registró alrededor de 2199 cm-1y que es característica de tensiones de 
enlaces C≡N y –N=C=N-  de  grupos  nitrilo  y  carbodiimidas,  en los polímeros  solubles fue 
menos intensa que en los polímeros insolubles. Sólo en los polímeros solubles se observó una 
banda a 2040 cm-1 propia de diazocompuestos -CH=N+=N- .A 1664 cm-1 se registra una banda 
intensa propia de tensiones de enlaces C=N, C=O y/o C=C que aparecería para compuestos 
como urea, amidas (banda I amidas) y/o triazinas. Alrededor de los 1498 cm-1se registra una 
banda  característica de  tensión  asimétrica N=N-O en  compuestos azoxy.  Cabe destacar que   
mm
mmm 
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Tabla 35  Bandas de absorción características de los polímeros solubles de cianuro 
sintetizados en presencia de interfases hielo-agua. La frecuencia esta expresada en cm-1. 
 
bajo estas condiciones (experimento 49) no se observó la banda característica de vibración del 
catión NH4+ y tensiones de enlace C-N de amidas terciarias (banda III de amidas). A 1352 
cm-1 se observa una banda que corresponde a la tensión de enlace de anillo en traizinas 
1,3,4,5-trisustituidas. A 804 cm-1  se observó una banda que corresponde a flexiones fuera del 
plano  de  enlaces C-H en triazinas. Alrededor 702 cm-1  se apreciaron bandas estrechas y 
poco intensas que corresponden a flexiones del enlace -O=C-O en ácidos carboxílicos , 
flexiones del enlace C-O-H de grupos OH, flexiones del enlace O-C-O- en esteres. Los 
polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de una disolución salina e interfases 
hielo-agua  líquida (experimento 52)   mostraron bandas  mas anchas  e intensas  en  la  zona  
 
Polímeros solubles de cianuro           Identificación de los grupos vibracionales  
3 6 9 12 49 50 52 53  
        
tensión de enlace N-H en compuestos pirrólicos  
3351 3392 3338 3402 3377 3343 3415 3370 
tensión de enlace O-H,  tensión asimétrica N-H en 
aminas primarias,  tensión enlace N-H en aminas 
secundarias 
3180 3253 3160 3249 3198 3180 3243 3236 tensiones simétricas del enlace N-H en NH2 
3033 
     
3014 
 
tensión de enlace en NH4+ 
2918 
2854 
2797 
2925 
3039 
2931 
2867 
2931 
2848 
2931 
2842 
2912 
2842  
3020 
tensión de enlace C-H grupos CH2,  tensión simétrica 
de enlace C-H de grupos C-CH3 
      
2778 2797 tensión de enlace CH3 unido a O o N  
2212 2248 2205 
 
2199 2179 2269 2269 tensión de enlace C≡N en nitrilos conjugados 
2058 2059 2058 
 
2040 2071 
 
2052 grupos diazo -CH-N+=N- 
 
1860 
     
1868 tensión de enlace C=O en β-lactonas 
        
 tensión de enlace C=O en α-cetoesteres e la forma 
enólica 
1664 1641 1670 1632 1664 1683 1651 1632 
 tensión de enlace C=N en oximas e iminas,  tensión 
de enlace C=O y flexión NH2 en amidas primarias 
(banda I amidas),  tensión de enlace C=O en ureas,  
tensión de enlace C=C en alquenos 
 
1528 
    
1536 
 
flexión N-H (banda II amidas) ,  tensión de enlace de 
anillo en traizinas 
    
1498 
   
tensión asimétrica  N=N-O en compuestos azoxy 
1453 1442 1447 1434 
    
vibraciones de flexion CH2 
1415 1409 1403 1409 
  
1409 1409 
tensiones de enlace C-N de amidas primarias (banda 
III de amidas) 
    
1352 
   
 tensión de enlace de anillo en traizinas 1,3,4,5-
trisustituidas 
1123 
 
1212 1243 
    
 tensión de enlace C-N enaminas conjugadas 
  
1123 1090 1103 1154 
  
tensiones de enlace C-O de alcoholes secundarios o 
terciarios 
1034 1037 1046 1046 
 
1078 1103 1053 tensiones de enlace C-O de alcoholes primarios 
  
982 982 
    
flexiones fuera del plano de enlaces C-H en vinilenos 
 
846 925 849 
    
flexiones CH2 fuera del plano en compuestos vinílicos 
  
842 
 
804 798 855 
 
flexiones fuera del plano de enlaces C-H en triazinas 
    
702 
 
645 
 
flexiones del enlace -O=C-O en ácidos carboxílicos , 
flexiones del enlace C-O-H de grupos OH, flexiones 
del enlace O-C-O- en esteres  
 
626 
 
632 
   
632 flexiones del enlace N-C=O en amidas 
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3300 -2200 cm-1. Además se detectaron bandas centradas a 3039 y 1409 cm-1, que solo se 
observaron en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de una disolución 
salina y se corresponden al catión NH4
+. Alrededor de 1861 cm-1  se detectó una banda 
característica de tensión de enlace C=O en β-lactonas. A 1536 cm-1  se observó una banda que 
corresponde a la flexión N-H (banda II amidas) y tensión de enlace de anillo en triazinas. 
Finalmente a 645 cm-1se localizó una banda ancha característica de torsiones y flexiones para 
los grupos CH2 y N-C=O de amidas 
Los polímeros solubles sintetizados a temperatura constante de 4ºC (experimento 3) 
presentaron bandas similares a los polímeros solubles sintetizados en presencia de interfases 
hielo-agua (experimento 49) en la zona comprendida entre 3300-2800 cm-1 . Se observó 
(experimento 3) menor intensidad en la banda característica de tensiones de enlaces C≡N y –
N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas. De la misma forma, el espectro FT-IR del 
polímero soluble sintetizados a temperatura constante de 4ºC, agua líquida y presencia de 
disolución salina  (experimento 6) es bastante similar al espectro FT-IR del polímero soluble 
sintetizado en las mismas condiciones pero en presencia de interfase aire-agua (experimento 
52) . 
Bajo las mismas condiciones pero en ausencia de oxígeno (experimento 50) se 
observaron menos bandas pero mas intensas y anchas en la zona de 3300 y 1664 cm-1  que en 
su respectivo experimento control en presencia de oxígeno (experimento 49). Cabe destacar la 
presencia de una  banda a 1078 cm-1 podría corresponder a tensiones de enlace C-O de 
alcoholes. Los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de una disolución 
salina e interfases hielo-agua (experimento 53)  mostraron bandas menos anchas e intensas en 
la zona 3300-2200 cm-1. Además se detectaron bandas centradas a 3020 y 1409 cm-1, que solo 
se observaron en los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de una 
disolución salina y se corresponden al catión NH4
+. Alrededor de 1868 cm-1  se detectó una 
banda característica de tensión de enlace C=O en β-lactonas. Los polímeros solubles 
sintetizados a temperatura constante de 4ºC (experimentos 9 y 12) presentaron bandas 
similares a los polímeros solubles sintetizados en presencia de interfases hielo-agua 
(experimentos 50 y 53) en la zona comprendida entre 3300-2800 cm-1 . Se observó mayor 
número de bandas en los polímeros sintetizados a 4 ºC (experimentos 9 y 12) en la zona 
comprendida entre 1600-800 cm-1, destacando las bandas correspondientes a  vibraciones 
deflexión CH2 y tensión de enlace en enaminas conjugadas. Alrededor de 982 cm
-1 se 
Estudio estructural de polímeros de cianuro mediante espectroscopía FT-IR 202 
 
 
    
detectaron bandas que corresponden a flexiones fuera del plano de enlaces C-H en vinilenos y 
a 925 cm-1 flexiones CH2 fuera del plano en compuestos vinílicos. 
Basándonos en los espectros FT-IR de los polímeros solubles podemos decir que i) no 
hay grandes diferencias estructurales entre los polímeros solubles sintetizados a 4 ºC en 
presencia de O2 o atmósfera inerte. ii) la presencia de interfases hielo-agua disminuyó la 
diversidad en grupos funcionales identificados por FT-IR iii) solo se observó la banda 
característica de  β -lactonas en aquellos polímeros solubles llevados a cabo en solución 
salina, excepto en el polímero soluble sintetizado a temperatura constante de 4ºC y atmósfera 
inerte (experimento 12). iv) se observaron las tres bandas de amidas solo en los polímeros 
solubles sintetizados en soluciones salinas y presencia de oxígeno, tanto a 4 ºC como en 
presencia de matrices heladas.  
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6.2 INFLUENCIA DE LA RADIACIÓN UV EN LA ESTRUCTURA DE LOS 
POLÍMEROS DE CIANURO SINTETIZADOS EN PRESENCIA 
INTERFASES HIELO-AGUA LÍQUIDA 
6.2.1 Determinación de grupos funcionales en los polímeros insolubles 
de cianuro mediante espectroscopia FT-IR 
La Figura 36 muestra los espectros FT-IR de los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua y de sus correspondientes 
experimentos control. En la Tabla 36 se recogen las bandas significativas para cada polímero 
y la posible identificación de los grupos funcionales. 
 
Figura 36. Espectros FT-IR de los polímeros insolubles de cianuro obtenidos en presencia de 
atmósfera inerte y a) agua líquida y sin radiación UV (experimentos 9 y 12) b) agua líquida y radiación 
UV (experimentos 59 y 61) c) interfase hielo-agua sin radiación UV (experimentos 50 y 53) d) 
interfase hielo-agua y radiación UV (experimentos 60 y 62). En línea continua se representan los 
polímeros sintetizados en agua Milli Q y en línea discontinua los sintetizados en presencia de una 
disolución salina. Todos los experimentos se llevaron a cabo en presencia de ión amonio. 
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Tabla 36. Bandas de absorción características de los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua. La frecuencia esta expresada en 
cm-1. Bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb                                                 bbbb                              bbbb  
 
El polímero insoluble de cianuro sintetizado en presencia de radiación UV e interfases 
hielo-agua (experimento 60) mostró las siguientes bandas: 
La banda a 3405 cm-1 puede deberse a la tensión de enlace simple N-H en compuestos 
pirrólicos, una tensión asimétrica N-H o a una tensión de enlace O-H. La banda a 3329 cm-1 es 
característica de tensiones de enlaces O-H y tensiones asimétricas de enlaces N-H de grupos 
NH2. La banda a 3196 cm
-1es propia de tensiones simétricas del enlace N-H de los NH2. Estas 
bandas, que se observan más definidas que en otros polímeros insolubles, explicarían la 
presencia de aminas primarias y secundarias. Se observa una pequeña banda a 2823 cm-1 que 
podría corresponder a tensiones de enlace C-H de grupos CH2 y tensión simétrica de enlaces 
Polímeros solubles de cianuro           Identificación de los grupos vibracionales  
9 12 50 53 59 60 61 62  
  3434     3443 3405   3449 tensión de enlace N-H en compuestos pirrólicos  
3334 3325 3288 3408 3334 3329 3393 
3323 
3341 tensión de enlace O-H,  tensión asimétrica N-H en 
aminas primarias,  tensión enlace N-H en aminas 
secundarias 
3204 3192 3160   3184 3196 3215 3190 tensiones simétricas del enlace N-H en NH2 
2931 
2849 
  2931 
2848 
2906  
2848 
2754 2823     tensión de enlace C-H grupos CH2,  tensión simétrica 
de enlace C-H de grupos C-CH3 
      2619 
2504 
  2425 
2507 
    Estiramientos N-H en NH3+ en hidrohaluros 
2216 2212 2218 2504  2216 2209 2222 2210 tensión de enlace C≡N en nitrilos conjugados 
      1753   1786     tensión de enlace C=O en α-cetoesteres e la forma 
enólica 
1641 1645 1658   1633 1659 1659 1645   tensión de enlace C=N en oximas e iminas,  tensión 
de enlace C=O y flexión NH2 en amidas primarias 
(banda I amidas),  tensión de enlace C=O en ureas,  
tensión de enlace C=C en alquenos 
      1600   1615     vibraciones de flexión del enlace N-H en grupos 
NH2 en aminoácidos 
1563       1545     1557 flexión N-H (banda II amidas) ,  tensión de enlace de 
anillo en traizinas 
1491 1486 1492 1473 1488   1488 1480 tensión asimétrica  N=N-O en compuestos azoxy 
                vibraciones de flexion CH2 
1401 1397 1409     1406     tensiones de enlace C-N de amidas primarias (banda 
III de amidas) 
  1397      1392 1362 1354    tensión de enlace de anillo en traizinas 1,3,4,5-
trisustituidas 
1247 1262 1256   1247   1253 1253  tensión de enlace C-N enaminas conjugadas 
          1159     tensiones de enlace C-O de alcoholes secundarios o 
terciarios 
    1040 1084 1114 1108 1082 1000 tensiones de enlace C-O de alcoholes primarios 
          1000     flexiones fuera del plano de enlaces C-H en vinilenos 
  881   881 880   861 861 flexiones CH2 fuera del plano en compuestos vinílicos 
785         829 
785 
    flexiones fuera del plano de enlaces C-H en triazinas 
633  632 747   671 633   flexiones del enlace -O=C-O en ácidos carboxílicos , 
flexiones del enlace C-O-H de grupos OH, flexiones 
del enlace O-C-O- en esteres  
  619             flexiones del enlace N-C=O en amidas 
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C-H de grupos CH3. Las bandas a 2425 y 2507 corresponden a estiramientos de enlace de N-
H en iones NH3
+ de hidrohaluros. Una de las bandas más características de estos espectros, la 
que se registra alrededor de 2205 cm-1 y que es característica de tensiones de enlaces C≡N y –
N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas no se observó. La disminución de intensidad de la 
banda C≡N puede producirse si los polímeros de cianuro incorporan oxígeno en la 
estructura.0o9o250  Otros autores apuntan que una hidrólisis parcial o mayor estado de 
oxidación del polímero mostraría una menor intensidad de esta banda251. A 1786 cm-1 se 
observó una banda típica de α-cetoésteres en la forma enólica.  A 1659 cm-1 se registra una 
banda intensa propia de tensiones de enlaces C=N, C=O y/o C=C que aparecería para 
compuestos como urea, amidas y/o triazinas. A 1615 cm-1  se observa una banda  bastante 
intensa propia de vibraciones  de flexión de enlace N-H en grupos NH2. A 1406 cm
-1 se 
observó una banda muy intensa característica de tensiones de enlace C-N de amidas terciarias. 
Alrededor de 1300 cm-1  se registra una banda característica de tensión de enlace de anillo en 
triazinas. La banda a 1159 cm-1  corresponde a tensiones de enlace C-N en aminas 
secundarias.  La banda a 1108 cm-1  podría corresponder a tensiones de enlace C-O de 
alcoholes. A 829 cm-1 se registró una banda muy aguda que podría corresponder a flexiones 
fuera del plano de enlaces C-H en triazinas. Finalmente a 671 cm-1 se localiza una banda 
ancha característica de torsiones y flexiones para los grupos CH2 y N-C=O de amidas. 
En presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo (experimento 62) el 
espectro FT-IR obtenido fue muy similar. Destaca la menor intensidad de banda característica 
de las tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas frente a su 
respectivo experimento control en ausencia de disolución salina (experimento 60). 
El polímero insoluble sintetizado en presencia de interfases hielo-agua y ausencia de 
radiación UV (experimento 50) mostró las mismas bandas que el anterior (experimento 60), 
excepto las que corresponden a los estiramientos de enlace de N-H en iones NH3
+ de 
hidrohaluros, la banda típica de α-cetoésteres en la forma enólica y la banda propia de 
vibraciones  de flexión de enlace N-H en grupos NH2. Cabe destacar la menor intensidad de 
banda característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y 
carbodiimidas. Así mismo, tampoco se observaron  las bandas características de triazinas, 
como las de tensión de enlace de anillo y la que corresponde a flexiones fuera del plano de 
enlaces C-H en las triazinas. 
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En resumen el análisis FT-IR mostró que la presencia de radiación UV, en presencia 
de interfases hielo-agua (experimento 60) favorece la  mayor intensidad de banda 
característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas 
respecto a su experimento control sin irradiar (experimento 50). Es decir, la radiación UV, en 
presencia de interfases hielo-agua, favorece la formación de polímeros insolubles de cianuro 
más oxidados.  
En presencia de una disolución salina e interfases hielo-agua (experimento 53) se 
produjo un ensanchamiento en la zona de 3300 cm-1 y mayor intensidad de banda a 2054 cm-1 
característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas. Así 
mismo se puede apreciar la menor contribución de las bandas propias de vibraciones  de 
flexión de enlace N-H en grupos NH2 (alrededor de 1600 cm
-1 ) y una banda mas estrecha y 
aguda a 1473 cm-1 propia de la tensión asimétrica  N=N-O en compuestos azoxy. A 1084 cm-1 
se registró una banda característica de tensiones de enlace C-O de alcoholes primarios y a 881 
cm-1 la propia de flexiones CH2 fuera del plano en compuestos vinílicos.
 
El espectro FT-IR del polímero insoluble de cianuro sintetizado en presencia de 
radiación UV, interfases hielo-agua y disolución salina (experimento 62) mostró bandas 
similares al polímero sintetizado sin radiación UV y a temperatura de 4ºC (experimento 12). 
Se registraron  bandas muy anchas en la zona de 3300 cm-1, correspondiente a tensiones de 
enlace simple N-H en compuestos pirrólicos, una tensión asimétrica N-H o a una tensión de 
enlace O-H. Otra banda a 2216 cm-1 característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- 
de grupos nitrilo y carbodiimidas. En la zona de 1600-1200 cm-1 también se registraron 
bandas muy anchas, una a 1645 cm-1 correspondiente a tensión de enlace C=N en oximas e 
iminas,  tensión de enlace C=O y flexión NH2 en amidas primarias,  tensión de enlace C=O en 
ureas,  tensión de enlace C=C en alquenos. A 1557 cm-1 se registró otra banda 
correspondiente a flexión N-H (banda II amidas), tensión de enlace de anillo en triazinas. 
Alrededor de 1480 cm-1 se observó otra banda correspondiente a la tensión asimétrica  N=N-
O en compuestos azoxi. 
El espectro FT-IR de los polímeros insolubles de cianuro sintetizados en presencia de 
radiación UV a 4ºC (experimento 59), apenas difiere del anterior, sintetizado en presencia de 
interfases hielo-agua y radiación UV (experimento 60). Destacó la mayor intensidad de la 
banda a 2216 cm-1 característica de tensiones de enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y 
carbodiimidas. Paree que la presencia de radiación UV durante el proceso de polimerización 
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del cianuro, en presencia de interfases hielo-agua, no afecta significativamente a la estructura 
de los polímeros de cianuro analizada mediante FT-IR. 
En comparación (experimento 59) con su respectivo experimento control sin irradiar 
(experimento 9) cabe destacar que la radiación UV favoreció la identificación de las 
siguientes bandas: A 3443 cm-1, banda más ancha correspondiente a la tensión de enlace 
simple N-H en compuestos pirrólicos, una tensión asimétrica N-H o a una tensión de enlace 
O-H. Alrededor de 2216 cm-1  una banda mas intensa característica de tensiones de enlaces 
C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas. A 1300 cm-1  se registró una banda 
característica de tensión de enlace de anillo en triazinas. La banda a 1114 cm-1  podría 
corresponder a tensiones de enlace C-O de alcoholes primarios. A 800 cm-1 se observó una 
banda que podría corresponder a CH2 fuera del plano en vinilidenos. 
Los polímeros insolubles de cianuro sintetizados a temperatura constante de 4ºC 
(experimento 9)  y en  presencia de una disolución salina simulando el mar primitivo 
(experimento 12) mostraron bandas similares entre sí, mas anchas que sus respectivos 
experimentos control en presencia de interfases hielo-agua (experimento 50 y 53). En 
resumen, las mayores diferencias estructurales observadas por FT-IR se debieron, 
principalmente, a la presencia de radiación UV durante el proceso de polimerización del 
cianuro y no tanto a la presencia de interfases hielo-agua.  
6.2.2 Determinación de grupos funcionales en los polímeros solubles de 
cianuro mediante espectroscopia FT-IR 
La  Figura 37 muestra los espectros FT-IR de los polímeros insolubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua y de sus correspondientes 
experimentos control. En la Tabla 37 se recogen las bandas registradas en cada experimento y 
la posible identificación de los grupos funcionales. 
El polímero soluble de cianuro sintetizados en presencia de radiación UV e interfases 
hielo-agua (experimento 60) mostró las siguientes bandas: La banda a 3389 cm-1 es 
característica de tensiones de enlaces O-H y tensiones asimétricas de enlaces N-H de grupos 
NH2. La banda a 3160 cm
-1es propia de tensiones simétricas del enlace N-H de los NH2. Estas  
bandas, que se observaron más definidas que en otros polímeros insolubles, explicarían la 
presencia de aminas primarias y secundarias. Se observó una  pequeña  banda  a 2912 cm-1  y 
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Figura 37. Espectros FT-IR de los polímeros solubles de cianuro obtenidos en presencia de 
atmósfera inerte y a) agua líquida y sin radiación UV (experimentos 9 y 12) b) agua líquida y radiación 
UV (experimentos 59 y 61) c) interfase hielo-agua sin radiación UV (experimentos 50 y 53) d) 
interfase hielo-agua y radiación UV (experimentos 60 y 62). En línea continua se representan los 
polímeros sintetizados en agua Milli Q y en línea discontinua los sintetizados en presencia de una 
disolución salina. Todos los experimentos se llevaron a cabo en presencia de ión amonio. 
 
2848 cm-1 que podría corresponder a tensiones de enlace C-H de grupos CH2 y tensión 
simétrica de enlaces C-H de grupos CH3. Una de las bandas más características de estos 
espectros, la que se registra alrededor de 2199 cm-1 y que es característica de tensiones de 
enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas fue bastante intensa. Sólo en los 
polímeros solubles se observó una banda a 2046 cm-1 propia de diazocompuestos -CH=N+=N-. 
A 1670 cm-1 se registra una banda intensa propia de tensiones de enlaces C=N, C=O y/o C=C 
que aparecería para compuestos como urea, amidas y/o triazinas. A 1492 cm-1 se observó una 
banda característica de tensión simétrica en compuestos a. Alrededor de 1300 cm-1  se registra 
una banda característica de tensión de enlace de anillo en triazinas. La banda a 1110 cm-1  
podría corresponder a tensiones de enlace C-O de alcoholes. A 791 cm-1 se registró una banda 
que podría corresponder a flexiones fuera del plano de enlaces C-H en triazinas. Finalmente a 
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460 cm-1se localizó una pequeña banda característica de deformación de enlace C-N-C en 
aminas.  
Tabla 37. Bandas de absorción características de los polímeros solubles de cianuro 
sintetizados en presencia de radiación UV e interfases hielo-agua. La frecuencia esta expresada en 
cm-1. 
 
 
En presencia de una disolución salina (experimento 62) se observó una banda 
alrededor de 3370 cm-1 más estrecha que en su respectivo experimento control (experimento 
60). Así mismo se observó una banda poco intensa a 2294 cm-1 característica de tensiones de 
enlaces C≡N y –N=C=N- de grupos nitrilo y carbodiimidas y mayor intensidad de banda a 
1682 cm-1 propio de la tensión de enlace C=N en oximas e iminas,  tensión de enlace C=O y 
flexión NH2 en amidas primarias,  tensión de enlace C=O en ureas,  tensión de enlace C=C en 
alquenos. 
Polímeros solubles de cianuro           Identificación de los grupos vibracionales  
9 12 50 53 59 60 61 62  
3338 3402 3343 3370 3370 3389 3402 3370 
tensión de enlace O-H,  tensión asimétrica N-H en 
aminas primarias,  tensión enlace N-H en aminas 
secundarias 
3160 3249 3180 3236 3180 3160 3249 3192 tensiones simétricas del enlace N-H en NH2 
3039  
2931 
2867 
2931 
2848 
2912 
2842 
3020 
2918 
2861 
2912 
2848  
2931 
tensión de enlace C-H grupos CH2,  tensión simétrica 
de enlace C-H de grupos C-CH3 
   
2797 
   
2829 tensión de enlace CH3 unido a O o N  
      
2574 
 
Estiramientos N-H en NH3+ en hidrohaluros 
2205 
 
2179 2269 2218 2199 2243 2294 tensión de enlace C≡N en nitrilos conjugados 
2058 
 
2071 2052 2058 
   
grupos diazo -CH-N+=N- 
   
1868 
  
1823 
 
tensión de enlace C=O en β-lactonas 
1670 1632 1683 1632 1664 1670 1645 1632 
  tensión de enlace C=N en oximas e iminas,  tensión 
de enlace C=O y flexión NH2 en amidas primarias 
(banda I amidas),  tensión de enlace C=O en ureas,  
tensión de enlace C=C en alquenos 
      
1562 
 
  Vibraciones de flexion del enlace N-H en grupos NH2 
en aminoácidos 
      
1542 
 
flexión N-H (banda II amidas) ,  tensión de enlace de 
anillo en traizinas 
     
1492 1473 
 
tensión asimétrica  N=N-O en compuestos azoxy 
1447 1434 
    
1441 
 
vibraciones de flexion CH2 
1403 1409 
 
1409 
   
1409 
tensiones de enlace C-N de amidas primarias (banda 
III de amidas) 
    
1345 
   
 tensión de enlace de anillo en traizinas 1,3,4,5-
trisustituidas 
1212 1243 
     
1237  tensión de enlace C-N enaminas conjugadas 
1123 1090 1154 
 
1161 1110 1161 
 
tensiones de enlace C-O de alcoholes secundarios o 
terciarios 
1046 1046 1078 1053 1046 
  
1040 tensiones de enlace C-O de alcoholes primarios 
982 982 
      
flexiones fuera del plano de enlaces C-H en vinilenos 
925 849 938 
   
906 
842  
flexiones CH2 fuera del plano en compuestos vinílicos 
842 
 
798 
 
791 791 785 
 
flexiones fuera del plano de enlaces C-H en triazinas 
 
632 
 
632 
  
601 607 flexiones del enlace N-C=O en amidas 
     
460 505 
 
Deformación de enlace C-N-C en aminas 
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Los polímeros solubles sintetizados en presencia de interfases hielo-agua y ausencia 
de radiación UV (experimento 50) difieren bastante de aquellos sintetizados bajo las mismas 
condiciones pero en presencia de radiación UV (experimento 60). Se puede observar una 
banda mas intensa en la zona de 3300 cm-1, una banda a 2179 cm-1  propia de la tensión de 
enlace C≡N en nitrilos conjugados y una banda mas ancha en la zona de 1670 cm-1 . Destaca 
la banda a 1154 cm-1 característica de tensiones de enlace C-O de alcoholes secundarios o 
terciarios. En presencia de disolución salina (experimento 53) se observó un espectro FT-IR 
donde destaca la mayor anchura de banda a 3300 cm-1, mayor intensidad de banda a 2269 
cm1. Así mismo mayor intensidad de banda a 1632 cm-1 propio de la tensión de enlace C=N 
en oximas e iminas,  tensión de enlace C=O y flexión NH2 en amidas primarias,  tensión de 
enlace C=O en ureas,  tensión de enlace C=C en alquenos y a 1409 cm-1 propia tensiones de 
enlace C-N de amidas primarias (banda III de amidas) 
El espectro FT-IR de los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de 
radiación UV a 4ºC (experimento 59), fue similar  al anterior (experimento 60). Destacó la 
mayor intensidad de la banda a 2218 cm-1 de tensiones de enlaces C≡N(experimento 59), la 
detección de la banda a 2058 cm-1 propia de grupos diazo -CH-N+=N- y mayor intensidad  la 
banda a 1664 cm-1 correspondiente a tensión de enlace C=N en oximas e iminas,  tensión de 
enlace C=O y flexión NH2 en amidas primarias (banda I amidas),  tensión de enlace C=O en 
ureas,  tensión de enlace C=C en alquenos.  
En comparación, a temperatura constante de 4ºC (experimento 59) con su respectivo 
experimento control sin irradiar (experimento 9) cabe destacar que la presencia de radiación 
UV durante el proceso de polimerización favoreció la desaparición de las siguientes bandas en 
los polímeros solubles de cianuro: A 1447 cm-1 la banda característica de vibraciones de 
flexión de CH2. La banda a 1403 cm
-1 propia de tensión de enlace C-N de amidas primarias 
(banda III de amidas). Alrededor de 1212 cm-1 , banda de tensión de enlace C-N en enaminas 
conjugadas. 
Los polímeros solubles de cianuro sintetizados en presencia de radiación UV y una 
disolución salina simulando el mar primitivo en interfases hielo-agua (experimento 62),  
mostró un ensanchamiento en las bandas cercanas a 3300 cm-1. Estas bandas corresponden a 
tensiones asimétricas N-H en aminas primarias, tensión de enlace O-H o tensión de enlace N-
H en aminas secundarias. 
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6.3 CONCLUSIONES  
A través del estudio de los espectros FT-IR de los polímeros solubles e insolubles de 
cianuro sintetizados bajo diferentes condiciones sintéticas podemos concluir que: i) las 
mayores diferencias estructurales se debieron a la presencia de radiación UV más que a la 
presencia de aerosoles o matrices heladas ii) El efecto oxidante de la radiación UV se vio 
favorecido por la presencia de aerosoles acuosos (diminución en la intensidad de banda propia 
de tensiones de enlace C≡N) iii) la presencia de O2 o atmósfera inerte durante el proceso de 
polimerización del cianuro no generó grandes diferencias estructurales entre los polímeros. iv) 
En ausencia de radiación UV, la presencia de matrices heladas favoreció el mayor estado 
reducido en los polímeros de cianuro solubles e insolubles (mayor intensidad de banda propia 
de tensiones de enlace C≡N). 
6.4 MATERIALES Y MÉTODOS  
6.4.1.1 Síntesis de los polímeros cianuro 
En presencia de interfases aire-agua  y radiación UV: Se sintetizaron los polímeros  de 
cianuro en presencia de interfases aire-agua y radiación UV (55, 56, 57 y 58) y sus 
respectivos experimentos control (27, 31, 35 y 39) como se detalla en la sección 
4.4.5.1.1Polimerización de cianuro en interfase aire-agua en presencia de radiación UV Se 
separaron los polímeros solubles e insolubles como se detalla en 4.3.6.1 Synthesis of the HCN 
polymers. Y se analizó la movilidad electroforética de las fracciones macromoleculares como 
se detalla en 5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis. 
En presencia de interfases hielo-agua: Se sintetizaron los polímeros de cianuro en 
presencia de interfases hielo-agua (experimentos 49, 50, 52 y 53)  como se detalla en la 
sección 4.5.5.1 Polimerización de cianuro en interfase hielo-agua. y sus respectivos 
experimentos control a 4ºC (experimentos 3, 6, 9 y 12) como se detalla en 5.1.5.1Synthesis of 
the HCN polymers. Se separaron los polímeros solubles e insolubles como se detalla en 
4.3.6.1  Synthesis of the HCN polymers. Y se analizó la movilidad electroforética de las 
fracciones macromoleculares como se detalla en  5.1.2.2 Fractionation of HCN polymers by 
tricine-SDS gel electrophoresis. 
En presencia de interfases hielo-agua y radiación UV : Se sintetizaron los polímeros 
de cianuro en presencia de interfases hielo-agua y radiación UV (experimentos 59, 60, 61  y 
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62)  como se detalla en la sección 4.6.5.1 Reacciones de polimerización de cianuro en 
presencia de interfaces hielo-agua y  radiación UV. Se sintetizaron sus respectivos 
experimentos control sin irradiar (experimentos 9, 12, 50 y 53) como se detalla en la sección  
4.5.5.1 Polimerización de cianuro en interfase hielo-agua. Se separaron los polímeros solubles 
e insolubles como se detalla en 4.3.6.1 Synthesis of the HCN polymers. Y se analizó la 
movilidad electroforética de las fracciones macromoleculares como se detalla en 5.1.2.2 
Fractionation of HCN polymers by tricine-SDS gel electrophoresis.  
6.4.1.2 Análisis espectroscópico : FT-IR 
Se realizó el estudio estructural mediante espectroscopia FT-IR de los polímeros 
solubles e insolubles anteriormente indicados. Se utilizaron los equipos y metodología como 
queda previamente descrito en 5.1.5.4 Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy. 
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7.1 THE INFLUENCE OF REACTION CONDITIONS IN AQUEOUS HCN 
POLYMERIZATION ON THE POLYMER THERMAL DEGRADATION 
PROPIERTIES  
Marta Ruiz-Bermejo,, José L. de la Fuente, Margarita R. Marín-Yaseli 
J. Anal. Appl. Pyrol. 124, 103–112 (2017) 
ABSTRACT 
The influence of the reaction conditions in the synthesis of HCN polymers in water at 
low temperature has been analyzed. This route was chosen for the simplicity of the reagents 
and is particularly convenient in regards to a potential industrial scale-up as a coating 
technology, where these polymers have revealed an interesting application in addition to their 
other properties, including semiconduction, ferroelectricity and catalysis. Moreover, HCN 
polymers may be among the organic macromolecules most readily formed within the solar 
system. The thermal stability of the HCN polymers obtained from aqueous solutions and 
under inert atmosphere was evaluated by thermogravimetry and differential scanning 
calorimetry (TG-DSC) techniques. In addition, in situ mass spectrometry (MS) was employed 
to investigate the characteristic functional groups of the decomposition residues at different 
temperatures. The structural complexity of this polymeric solid is reflected in the DTG 
curves, hence a peak deconvolution procedure was applied. The deconvolution revealed that 
the complex thermal decomposition of HCN samples occurs in multiple overlapping 
processes, not perceptible in the curves of weight loss, which were influenced by the 
differences in the polymerization conditions. In addition, the great molecular diversity found 
in this macromolecular system is also maintained in the DSC thermograms. The 
deconvolution of the DTG curves provided a strong fingerprint of the HCN polymers together 
with the DSC as a complementary fingerprint. Although the full structures of the HCN 
polymers are not yet revealed, the deconvolution of the thermal curves provides an excellent 
signature for comparative purposes. The profile of the DTG and DSC curves can not only 
help design HCN polymers with specific properties but also help interpret remote-sensing 
observations of comets, meteorites and samples from different planetary environments. 
Keywords: HCN polymers, thermal stability, pyrolysis, thermogravimetric, spatial 
instrumentation, synthetic polymers 
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7.1.1 Introduction 
During the past sixty years, the intriguing substances known as HCN polymers have 
been of great interest in the fields of prebiotic chemistry, astrobiology and cosmochemistry.  
38, 60 HCN polymers may be among the organic macromolecules most readily formed within 
the solar system,  36, 65  and they are considered key in the formation of the first and primeval 
protometabolic and informational systems.  124, 132, 133 Recently, there has been growing 
interest in the application of thermal analysis techniques to the study of substances of 
astrobiological interest.  252-255 Pyrolysis coupled with gas chromatography/mass spectrometry 
(py/GC-MS) is among the techniques commonly used in space missions to analyze the 
chemical composition of extraterrestrial solid samples. However, the thermal degradation of 
complex organics by pyrolysis has barely been investigated. Differential thermal analysis 
(DTA), differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetry-mass spectrometry 
(TG-MS) may help improve pyrolysis methods (or be implemented alone) for use in space 
mission instrumentation. These thermal techniques are also known to be a sensitive and 
reliable analytical tool to acquire adequate fingerprints of HCN polymers.  63, 149 Therefore, 
data of the thermal degradation of HCN polymers may provide useful references for 
interpreting remote-sensing observations of comets, meteorites and samples from different 
planetary environments.  
From a different viewpoint, HCN polymers have been recently proposed as coatings 
with potential biomedical and materials science applications.  221, 222 Moreover, He et al. 
showed that a high percent of the HCN-based polymers formed in laboratory experiments 
were polyimines.  55 The conformations of these polyimines, consisting formally of hydrogen 
isocyanide units, may be valuable models for functional materials design. Thus, polymers 
based on hydrogen isocyanide units have been proposed as valuable models for designed 
functional materials with emergent properties, including semiconduction, ferroelectricity and 
catalysis.  220 Despite these promising applications of the hydrogen cyanide-derived polymers, 
they have been poorly studied for application within materials science. Today, economic 
competitiveness and environmental concerns have driven the material technologist to explore 
newer chemistry and approaches to improve the efficiency of organic materials at a minimum 
emitted level of volatile organic compounds (VOCs). The increased demands for improved 
technical performance and minimized VOC levels have motivated work on the development 
of new polymer systems in both industrial and academic research, of which the HCN 
polymers are a clear example. In addition, the challenge within industry is to maintain or 
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improve properties at a reasonable cost while simultaneously meeting the need for 
environmentally friendly materials. Several new technologies, such as radiation-curable, 
waterborne and powder materials, have obtained increased market share, as they address some 
of these issues. Again, HCN polymers address some of these topics, as they can be obtained 
easily in water. Indeed, to evaluate their potential as polymeric materials, it is necessary to 
explore their thermal stability and attempt to provide a structure-property correlation. 
Studying thermal degradation, i.e., understanding the processes occurring during thermal 
stress and the parameters affecting the thermal stability of HCN polymers, is essential to the 
effective design of materials possessing properties suitable for the particular environment 
where they are to be used. It is well known that bulk polymer properties are controlled by 
molecular properties such as molecular weight, molecular distribution, chemical composition, 
stereochemical distribution of copolymer chain, and degree of cross-linking, among others, 
which in turn are a reflection of the kinetic history of the reactions occurring during 
formation. The thermal stability of polymeric materials is an important physical property that 
can be strongly affected by the intermolecular microstructure (average and cumulative 
chemical composition) but also the intramolecular microstructure (sequence distribution) 
because these parameters play an important role in the relation between macromolecular 
structure and properties.  
The HCN polymers can be spontaneously obtained from HCN, or from its soluble 
salts such as NaCN and KCN, in the presence of base, such as ammonia or working at basic 
pH (between 8 and 10), or in the presence of free radicals from ionizing radiation. The 
spontaneous polymerization can occur over a wide range of temperatures and pressures in 
both polar (water) and non-polar (hydrocarbon) solvents and surfaces.  65  In addition, the 
synthesis of HCN polymers from formamide under thermal treatment has also been reported.  
256 Recently, HCN polymers were synthesized from the trimer (aminomaleonitrile, AMN) or 
from the tetramer (diaminomaleonitrile, DAMN) of the HCN.  221, 222 Indeed, it is possible to 
obtain HCN polymers under dry conditions from the heating of DAMN.  58 Therefore, the 
synthesis of the HCN polymers is apparently a robust process that can occur under multiple 
experimental conditions. The final products of all reactions are amorphous black solids, 
insoluble in water, and with very sparing solubility in common organic solvents. The HCN 
polymers also present a broad distribution of molecular weights and highly charged 
structures.  70, 123, 187 These characteristics render the full structural characterization of these 
macromolecular systems particularly difficult.   
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In previous papers,  63, 149 we studied the thermal behavior of HCN polymers mainly 
synthesized under atmospheric air conditions. Herein, we focus our attention in the role of 
oxygen and ammonium in the thermal properties of HCN polymers synthesized in an aqueous 
environment. In a pioneering work, no significant differences were found in the nature of 
biomolecules formed from HCN oligomers prepared in the absence or presence of oxygen.  113 
However, in later works, a significant role of oxygen in the polymerization of HCN was 
suggested.  114, 124, 133 In general, the presence of oxygen and ammonium improves the yield of 
the insoluble HCN polymers and also influences the identification and quantification of the 
molecules obtained after hydrolysis of the HCN polymers. Thus, we describe here the 
syntheses and thermal characterization of HCN polymers produced under controlled and 
reproducible conditions using dissimilar reactants, temperatures and reaction times and under 
inert atmosphere. The synthesis of HCN polymers under anoxic conditions is especially 
relevant in the context of planetary/interstellar abiotic simulation conditions when comparing 
the results of synthetic samples with natural samples of extraterrestrial origin. Moreover, in 
the context of materials design, control of the synthetic conditions is essential to the 
subsequent control of properties. Therefore, the goal of the present work is to deepen the 
relationship between the synthetic conditions and thermal properties of the HCN polymers, 
taking into account the notable role of HCN polymers in astrochemistry, cosmochemistry and 
astrobiology as well as their further potential industrial applications.  
7.1.2 Experimental section 
7.1.2.1 Synthesis of the HCN polymers 
 HCN polymers were synthesized from equimolar aqueous solutions of NaCN and 
NH4Cl (1 M) or from aqueous solutions of NaCN (1 M) at pH 9.2 adjusted with HCl under a 
nitrogen atmosphere. Reactions were performed in 25 mL glass vials fitted with 
Teflon/silicone septa. Nitrogen was bubbled into the reaction vessel, and the sealed glass vial 
was placed into a metal block. The reaction temperature was 38 °C or room temperature (r.t.), 
and the reaction times were one month or six months. The synthetic conditions for each 
polymer are detailed in Table 38. 
The reaction products consisted of both soluble and insoluble materials. After the 
reaction time, the final suspensions were centrifuged. Insoluble black solids and brown 
solutions were collected and freeze-dried, resulting in black powered solids (insoluble 
polymers) and brown solids. In the current study, only the insoluble polymers were subjected 
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to FTIR and compositional and thermal analyses. Elemental analysis data were used to 
calculated yield values for all experiments. 
7.1.2.2 Thermal analysis  
Thermogravimetry (TG), differential scanning calorimetry (DSC) and differential 
thermal analysis (DTA) measurements were performed with a simultaneous thermal analyzer 
model SDTQ-600/Thermo Star from TA Instruments. Non-isothermal experiments were 
carried out under dynamic conditions from room temperature to 1000 °C at a heating rate of 
10 °C/min under argon. The average sample weight was ~10 mg, and the argon flow rate was 
100 mL/min. A coupled TG-MS system using an electron-impact quadrupole mass-selective 
detector (model Thermostar QMS200 M3) could analyze the main species evolving during the 
dynamic thermal decomposition of the fragmentation processes of all the samples.  
7.1.2.3 Elemental analysis 
The HCN polymers was examined for the determination of the mass fractions of 
carbon, hydrogen and nitrogen using a Perkin Elmer elemental analyzer, model CNHS-2400. 
The % oxygen of the samples was calculated by difference.  
7.1.3 Results  
7.1.3.1 HCN Polymerizations 
In previous works, HCN polymers were synthesized in the presence of air; however, 
in the present work, the new syntheses were carried out under an inert atmosphere of nitrogen. 
The influence of the oxygen and ammonium in the reaction medium, the temperature, and the 
polymerization time on the degree conversion or yield were examined, and these results are 
shown in Table 38. It is significant that all the HCN polymers exhibited in this table present a 
high oxygen content (roughly 20-30%), although this was absent during the precipitation 
polymerizations. The oxygen content of the polymers seems dependent on the synthetic 
conditions. It is important to note that the role of oxygen in the HCN polymerizations is not 
clear in the literature. Eastmand and co-workers found that the polymer formation occurred 
when their reaction system was exposed to oxygen under ambient conditions.  235 The results 
shown in Table 38 demonstrate that the presence of oxygen under our experimental 
conditions considerably increased the reaction yield, with the obtained conversion being 
double (33%) for the reference sample (1)  35 compared to polymer 7 (15%), with both 
polymerizations at the same temperature and reaction time. However, the oxygen percentage 
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is the same, ~20%, regardless of its presence in the reaction medium. In the NH4CN series 
(reference sample 1 and polymers 7, 8, 63), the oxygen content increased with the reaction 
time. Polymer 63, with the highest reaction time of 6 months, has an oxygen content as high 
as 30%, but its carbon content is the lowest.  
On the other hand, the presence of ammonium as a starting reactant also had 
influences, either in the oxygen content or in the yield. So, from a composition point of view, 
polymers 7 and 8 present a lower oxygen content, approximately 20%, than polymers 19 and 
25, with a value of approximately 25%. Additionally, the reaction yields for polymers 7, 8, 63 
are lower than for polymers 19 and 25. Therefore, the ammonium seems to also have an 
important role in the poly- merization process of cyanide; it enhances the nitrogen content of 
the polymers but does not increase its polymerization into an insoluble solid. These 
differences were not observed on the structure through FTIR spectra (please, see Figure S11, 
supporting information ), but clear changes were observed in the thermal behavior of these 
pre- cipitated polymers, as one can see below  
 Table 38. Experimental conditions in the aqueous HCN polymerization and elemental analysis 
for the samples obtained.  
 
 [a] Reaction time expressed in moths. [b] Yield taking into account the initial carbon input in the 
system and the C% in the final product, measured by elemental analysis. 
 
Finally, the effect of the temperature is less clear in relation to the composition of the 
HCN polymers. No direct relationship was observed between the oxygen content and the 
polymerization temperature. However, as expected, a higher temperature increased the 
conversion degree. The highest yields for the insoluble HCN polymers were obtained at 38 °C 
compared to the synthesis carried out at room temperature. However, within each series, the 
variation in conversion with increasing temperature is not the same. For the NaCN series, the 
conversion increased only 5%, from 17 to 22%. When the polymerizations were conducted 
with NH4CN, the yield obtained at room temperature was lower than 10%; however, at 38 °C, 
the conversion reached a value of 15%. A set of new experimental data is needed to obtain a 
Polymer Reactant Time(m)[a] Initial pH T (ºC) O2 Yield 
(%)[b] 
Final pH C (%) H (%) N (%) O (%) 
Reference(1) NH4CN 1 9.5 38 + 33 9.9 36.2 3.9 39.6 19.2 
7 NH4CN 1 9.5 38 - 15 9.9 37.2 4.2 38.2 20.4 
8 NH4CN 1 9.5 r.t. - 7 9.7 37.0 4.1 40.1 18.8 
63 NH4CN 6 9.5 r.t. - 13 10.2 31.9 3.6 34.0 30.5 
19 NaCN 1 9.2 38 - 22 9.6 36.1 3.9 35.4 24.6 
25 NaCN 1 9.2 r.t. - 17 10.5 33.6 3.6 37.0 25.8 
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deeper kinetic and thermodynamic analysis of these reactions to achieve a more 
comprehensive understanding of these complex heterogeneous polymerizations.   
7.1.3.2 TG and DSC analysis 
TG thermograms of the HCN polymers were recorded under dynamic conditions from 
room temperature to 1000 °C at a heating rate of 10 °C/min and under an argon atmosphere. 
Representative thermogravimetric curves are shown in Figure 38a and b, and data from these 
are also collected in Table 39. From this figure and according to our previous report on the 
thermogravimetric behavior of the HCN polymers,  63, 149  the thermal degradation of the five 
samples can be divided into three stages: drying stage (< 150 °C), main decomposition stage 
(150-450 °C) and carbonization (> 450 °C). The weight loss for each of these stages are 
shown in Table 39. The first one, between 25-150 °C, corresponds mainly to desorption of 
water, with a mass loss of approximately 5-8%, indicating that all samples show a similar 
degree of hydrophilicity. The hydrophilic properties refer to the tendency to absorb 
atmospheric moisture or to retain water molecules from the reaction environment. 
Significantly, polymer 63 contains the highest oxygen percentage of all samples studied 
(Table 38) but contains the least amount of retained water (5%, Table 39). Therefore, 
polymer 3 is the polymer with the greatest content of oxygenated groups in its structure.  
In the second stage, between 150 °C and 450 °C, mass losses of 23-33% are observed. 
This stage corresponds to the thermal decomposition of the weakest bonds, generally of the 
side groups on the main chain. It is important to note at this point that samples 19 and 25, 
both obtained from NaCN, present the same loss at these low temperatures, while in the 
NH4CN series, a larger difference was observed between polymer 1 with the highest weight 
loss and sample 3 with the lowest value of 23%. This result seems to indicate that a longer 
polymerization time grants higher thermal stability to these materials.  
For the final stage, between 450 and 1000° C where the HCN polymers must break 
along the main chain, polymers 7, 8, 19, 25, 63 lose approximately 42-54% of their weight. At 
1000 °C, a char residue of approximately 12-18% of the weight is obtained for polymers 7, 8, 
19, 25, 63. It appears that the syntheses carried out under inert atmosphere of nitrogen and in 
the presence of ammonium lead to more thermally stable HCN polymers (polymers 7, 8, 63) 
because the char yield in all these cases is higher than in the polymer prepared in the absence 
of ammonium (polymers 19-25) or in the presence of oxygen (reference polymer). Indeed, for 
the HCN polymers previously reported and synthesized in the presence of oxygen, the major 
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thermal decomposition stage was the carbonization stage with mass losses ca. 50%. 63, 149  In 
this  case,  only  for  polymer  7  did  the  carbonization  process  lead  to  a  weight  loss  of   
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Figure 38. a) and b) TG curves; c) and d) DTG curves; e) and f) DSC curves. Note that the 
thermal fingerprints of the HCN polymers 7, 8, 19, 25, 63 are different. Therefore, the thermal 
techniques provides a sensitive and reliable tools to acquire good fingerprints of the samples beyond 
of the structural information provides by FT-IR spectroscop. The polymer samples 1-5 correspond to 
the insoluble polymers 7, 8, 63, 19 and 25 in this thesis.  
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Table 39. Characteristic parameters for the decomposition of HCN polymers under argon 
atmosphere in the main thermal degradation stages observed in the samples: Drying stage (< 150 ºC, 
due to absorbed water), main pyrolysis stage (150-450 ºC) and carbonization (> 450 ºC).  
 
approximately 40%, and the mass loss for the pyrolysis stage was close to 30%, indicating 
structural differences not observed by FTIR spectroscopy. 
 As DTG curves are more sensitive than TG curves, these are shown in Figure 38c 
and d, and their characteristic parameters, the temperature of the DTG maxima with the 
corresponding rates of weight loss (dW/dt), are collected in Table 40. As described in 
previous works, the thermal degradation of the HCN polymers is particularly complex.  63, 149  
Characteristic differences have been found in the thermal behavior of the five samples, for 
example, in polymers 19 and 25, either in the shape of DTG curves or in the temperature 
range of decomposition. In addition, some features presented by these DTG curves had not 
previously been detected in HCN polymers, for example, in samples 63 and 25. Thus, for the 
HCN polymers 63 and 25, a well-defined DTG peak can be observed at the highest 
degradation temperature close to 900 °C, which is not notably exhibited in the rest of the 
samples. The detailed inspection of these DTG curves suggests that the two main 
decomposition stages, after the dehydration process, consist of multiple steps. Therefore, an 
analysis based on a deconvolution method has been performed, taking into account that 
simultaneous overlapping degradation processes occur. In this deconvolution analysis of the 
DTG curves, at least seven peaks must be considered for the two degradation stages according 
to the shape of these curves, as indicated in Figure 38c on the DTG profile of HCN polymer 
63.  
Figure 39 shows the results obtained from the deconvolution of DTG peaks for the 
HCN polymers 7, 63 and 25. The degradation profiles in argon atmosphere exhibit seven 
peaks (steps), which are described by the peak area and the peak maximum (listed in  Table 
41 for all HCN polymer samples). An iterative least squares program was  used  to  obtain  the 
  
Polymer Stage I, 25-150 ºC  
Mass loss (%) 
Evaporation 
Stage II, 150-450 ºC 
Mass loss (%)  Low 
Thermal 
Stage III, 450-1000 ºC 
Mass loss (%)  High 
Thermal 
Decomposition 
Char (%) 
Reference (1) 7.9 24.5 52.6 15.0 
7 6.7 33.5 42.3 17.5 
8 6.8 25.3 50.8 17.1 
63 5.3 23.1 53.8 17.8 
19 5.9 30.1 49.3 14.7 
25 5.0 30.5 52.5 12.0 
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Table 40. Characteristic temperatures for the thermal decomposition of HCN polymers in argon 
atmosphere: DTG maxima with the corresponding rates of weight loss, dW/dt, and DSC peaks 
observed in the samples. 
 
Table 41. Quantitative analysis from DTG curves for the HCN polymers by peak deconvolution 
 
best fit of the experimental data by varying the temperature, height at half width, and intensity 
of Gaussian peaks. The statistical parameter R2, defined as the square of the coefficient of 
correlation, was used to measure the fit between the model and the experimental data, with a 
value of R2 = 1 being a perfect fit. The R2 values obtained are also given in Table 41. An 
excellent fit was obtained in all cases, with a lower correlation coefficient for HCN polymer 
25. Beginning with stage II, the three steps of degradation for the HCN polymers 7 and 25 are 
quite similar compared to the other samples, with the first and third peaks being the most 
intense, especially the first one, which appears at a temperature of approximately 230 °C.   
Poly
mer 
Stage I, 25-150 ºC 
Evaporation 
Stage II, 150-450 ºC Low Thermal 
Decomposition 
Stage III, 450-1000 ºC High Thermal 
Decomposition 
 DTG DS
C 
DTG DSC DSC DTG 
 Tma
x 
dW1/dt  Tpea
k 
Tpeak1 Tmax2i dW2i/dt  Tpeak2i Tmax3i dW3i/dt  
 (ºC) (wt%/min
) 
(ºC) (ºC) (ºC) (wt%/min) (ºC) (ºC) (wt%/min) 
7 81 -0.95 87 87 244 -1.83 251 657 -1.13 
     298 -1.50 303 797 -0.87 
8   97 97 255 -1.09 265 664 -1.39 
 90 -0.95   353 -1.02 365 775 -1.21 
63 87 -0.74 94 94 220 -0.61 231 608 -1.32 
     366 -1.08 380 741 -1.47 
        909 -0.91 
19 82 -0.85 84 84 265 -1.37 272 624 -1.23 
     349 -1.10  756 -1.21 
        866 -0.70 
25 76 -0.73 76 76 230 -1.72 235 535 -1.07 
     299 -1.12  731 -1.08 
        919 -1.58 
Polymer Stage II, 150-450 ºC Stage III, 450-1000 ºC  
Low Thermal Decomposition High Thermal Decomposition 
                   Peak I II III IV V VI VII R2 
7 T (ºC) 237 307 313 547 662 806 906 0.999 
Area 
(%) 
12.9 1.8 30.4 22.7 15.3 16.0 0.9 
8 T (ºC) 201 250 341 522 667 804 911 0.999 
Area 
(%) 
2.9 6.8 13.5 28.1 26.1 21.0 1.6 
63 T (ºC) 209 267 362 543 621 743 901 0.996 
Area 
(%) 
3.2 1.2 24.2 21.0 10.5 28.9 11.0 
19 T (ºC) 200 257 339 481 639 761 873 0.999 
Area 
(%) 
4.1 10.8 16.2 22.1 25.1 12.4 9.3 
25 T (ºC) 226 302 363 530 602 752 912 0.956 
Area 
(%) 
14.4 3.8 21.8 13.9 2.9 26.9 16.3 
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However, for HCN polymers 8, 63 and 19, this step is shifted to a lower temperature 
of ~205 °C and its contribution decreases, as it clearly observed for HCN polymer 63, for 
which a larger area for the peak centered at higher temperature over 360 °C is observed. 
 
Figure 39. DTG curves and deconvolution results (red lines) with separated peaks of HCN 
polymers. The polymer samples 1, 3 and 5 correspond to the insoluble polymers 7, 63 and 25 in  this 
thesis.
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Scheme  13. Derived fragment from the possible structures proposed for HCN polymerization according to the most recent studies.
￼ 
Mom 
mmm 
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At high temperature (above 450 °C), the four degradation steps due to the stronger 
linkages show very dissimilar behavior, with HCN polymers 63 and 25 sharing the most 
features. Therefore, both samples were characterized by a relevant degradation step to 
temperatures close to 900 °C. This peak is especially intense for HCN polymer 25, where the 
area percentages for this peak VII are quite low for the HCN polymers 7 and 8.  
In addition, in an effort to establish a relationship between the structure and the 
thermal properties analyzed, these last ones are faced against with the elemental analysis data 
of the five studied samples (Figure S12, supporting information). It appears that a higher 
thermal stability is directly related with a higher oxygen percentage in the HCN polymers, 
with samples 7 and 19 sharing a profile in comparison with the other samples, and a singular 
form for HCN polymer 63.  
The oxygen content depends on the polymerization conditions. The presence of 
oxygen in the HCN polymers may be related to absorbed water in the polymeric network plus 
oxygenated functional groups present in the macromolecular structures due to the hydrolytic 
process of the solvent water. Because HCN polymer 63 is the sample with the lowest 
absorbed water content, the highest thermal stability should be directly related to the presence 
of a higher ratio of oxygenated functions in the macrostructures of the HCN polymers, and the 
oxygen contained in these macrostructures should be come by the water of the reaction 
environment. Scheme  13 shows the plausible main structures reported in the literature for the 
HCN polymers [polyimine, polyaminomalononitrile, linear and cyclic polyamides, 
azapolyacetylene, extended triazine, poly(pyrrole-pyrazine), polyaminoimidazole]. In 
agreement with Umemoto et al.,  237 the imine groups of the polyimine structure  (Scheme  
13) could be oxidized to keto- groups plus ammonia through a hydrolytic process [ Scheme  
14a)]. Subsequently, the aminonitriles and cyanohydrins formed could be hydrolyzed to 
amino acids and hydroxy acids [Scheme  14a)]. Moreover, the side cyano groups of the 
polyaminomalononitrile and the linear polyamide chains could also be hydrolyzed to primary 
amides and carboxylic acids [Scheme  14b)]. These reactions might explain the higher 
oxygen content of sample 63 due to the longer reaction time and therefore a high degree of 
oxidation-related processes where the water is directly implicated. In addition, the high 
thermal stability of sample 63 might be related to extensive cross-linking. The carboxylic acid 
groups present in a macromolecular chain could react with the side amine groups contained in 
other macromolecular chain to form intermacromolecular amide bonds (Scheme  14). Also, it 
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might be considered the production of lactams by intramolecular reactions [Scheme  14b)]. 
Cyanamide is a known product of the cyanide polymerization reaction 257 and a good 
condensing agent for the formation of peptide bonds.  258  Thus, cyanamide might help in the 
production of the intra- and inter-macromolecular amide bonds, increasing the cross-linking 
degree of the system. The intra- and inter-macromolecular bonds suggested herein might 
explain a higher cross-linking in polymer 63, and therefore its high thermal stability, but these 
proposals are also in agreement with the spectroscopy data. The functional groups assigned by 
FTIR spectroscopy, 13C NMR and XPS are also in accordance with these potential intra- and 
inter-macromolecular bonds because they are the same as those previously reported for HCN 
polymers synthesized under analogous conditions in the presence of air.  35 In this way, the 
DTG curves and their deconvolutions provide significant fingerprints for these complex 
materials beyond the information obtained by spectroscopic techniques.  
Finally, DSC thermograms for polymers 7, 8, 19, 25, 63  are presented in Figure 38e 
and f, and the determined peak temperatures (Tpeak) are also listed in Table 40. DSC 
endotherms are attributable to the wide variety of decomposition and/or oxidative reactions 
occurring in this temperature range. Broadly, these decomposition processes generally involve 
deamination, dehydration, decyanation and other elimination reactions. In addition, when 
heated at higher temperatures, the polymer chains usually randomly break at the heteroatom 
bridges. Then, they decompose in varying degrees to carbonaceous char residues through a set 
of complex reactions involving cyclization, cross-linking and bond scission. However, 
cyclization reactions, which present a clear exothermic nature, were not identified on our 
samples. It is well known and described in the literature that these type of reactions occur 
during heat treatment of nitrile polymers such as, e.g., PAN. The heat treatment of PAN and 
its copolymers in the temperature range of thermal stabilizations (i.e., 180-300 °C) is a highly 
exothermic process and shows prominent DSC thermograms, which leads to the formation of 
a ladder-like structure with high thermal stability. Cyclization is the most important reaction 
in the stabilization process for nitrile polymers, but for HCN polymers this type of reaction 
might occur during their formation. During HCN polymerization, cyclization of nitrile groups 
might take place to form a stable ladder backbone. In addition, these cyclizations should 
proceed in either an inert atmosphere or in the presence of oxygen during the aqueous HCN 
polymerization. These ladder polymer structures (as they are illustrated in Scheme  13), such 
as the extended triazine formulated by Mamajanov and Herzfeld 58 and/or poly(pyrrole-
pyrazine) proposed by our group,  35 are thermally stable and might be able to withstand high 
temperature during a pyrolysis treatment. 
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Scheme  14. Proposal for the formation of inter- and intra amida bonds in the macromolecular 
structures of the HCN polymers.  
 
Returning to the DSC thermograms, they exhibit significant differences between them, 
in accordance with the previous DTG analysis. However, a careful review of Figure 38e 
reveals that the first peaks, after the evaporation stage, increase in HCN polymer 7 compared 
with HCN polymers 8 and 63, whereas the peaks in the carbonization stage do the opposite, 
similarly to the DTG profiles. In addition, a clear endothermic peak is observed in HCN 
polymer 63 at temperatures close to 900 °C. The profiles of these three samples establishes 
the presence of five endothermic processes through the two degradation stages, although 
WTF?
?
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logically seven thermal events would be expected according to the DTG data previously 
analyzed. These peaks can be observed in Figure 40, where a deconvolution process was also 
applied to the DSC thermogram for HCN polymer 63, and the five endothermic peaks can be 
clearly seen. The results of this analysis are summarized in Table 42, showing the coordinates 
(temperature) and area of each peak for HCN polymers 7, 8, 63 obtained from NH4CN. An 
analysis of the data shows a large difference between these three HCN polymers. For 
example, at the first degradation stage, the peak maxima I and II are localized at 
approximately 250 and 325 °C, respectively, for samples 7 and 8; however, these are found at 
higher temperatures for HCN polymer 63, at ~385 and 500 °C, respectively. In contrast, on 
the basis of the sum of the contribution of both initial processes from the peak areas, samples 
7 and 63 have a value of 32% versus 7% for sample 8, less endothermic than the initial 
decomposition stage. Similar behavior is also found in the results of the numerical analysis 
for stage III in this table. However, the peak deconvolution procedure used for HCN polymers 
7, 8, 63 was not applicable for HCN polymers 19 and 25 due to a notable shift in the baseline 
at higher temperatures, above 400 °C, as observed in Figure 38f. These results will be further 
studied in future work. 
Table 42. Quantitative analysis from DSC curves for HCN polymers by peak deconvolution. 
 
 
As a result, the DTG curves of the HCN polymers 63 and 25 are similar, but not the 
DSC curves. Therefore, structural differences, observed through neither FTIR spectroscopy 
nor DTG curves, are highlighted by the DSC curves. The deconvolutions of the DSC curves 
are complementary thermal fingerprints to the DTG curves. These DSC curves provide 
valuable information to compare and distinguish samples that other techniques implied could 
be the same polymer when in fact they differ, even without knowing the actual structures of 
the HCN polymers.   
Polymer Stage II, 150-450 ºC Stage III, 450-1000 ºC  
Low Thermal Decomposition High Thermal Decomposition 
Peak I II III IV V R2 
7 T (ºC) 242 304 514 640 869 0.998 
Area (%) 9.4 22.2 32.6 26.2 9.6 
8 T (ºC) 260 354 533 663 816 0.999 
Area (%) 2.2 4.9 43.7 33.5 16.7 
63 T (ºC) 383 502 609 755 913 0.998 
Area (%) 24.7 8.1 47.7 10.8 8.7 
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Figure 40. DSC curve and deconvolution results (red lines) with separated peaks of a HCN 
polymer sample. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is 
referred to the web version of this article.) The polymer samples 3 correspond to the insoluble 
polymers  63, in this thesis. 
In addition, it is needed to indicated that the values presented in Table 38 Table 40, as 
for example those obtained from TG, DTG and DSC curves, are average values based on 
several measurements for each sample; founding also that the thermal decomposition data 
were reproducible. The reproducibility of these experiments is important, especially when the 
product under study is multicomponent as has such unidentified macrostructure.  
7.1.3.3 MS evolution profiles   
MS coupled to TG has been used to study the volatile species from the thermal 
decomposition and fragmentation processes of the HCN polymer samples. Based on the 
literature, thermal degradation of the aqueous HCN polymers typically begins with an initial 
stage that involves the trapped volatile materials being released, such as water (m/z = 18). The 
next steps involve scission and/or depolymerization of the chains yielding a great number of 
gaseous species that usually include HCN (m/z = 27), CO or N2 (m/z = 28), CO2 (m/z = 44), 
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formamide (m/z = 45), and a series of nitrile derivatives as well as some complicated 
rearrangement compounds and a complex char.  
According to the results, the mixture of evolved gases was nearly the same for all the 
samples, and many of these gases have been found in thermoanalytical and pyrolysis studies 
of polymers containing nitrogen, such as polyamides, PAN and polyurethanes.  259  Figure 41 
shows the ion current for the main ions by mass (m/z) that were detected by MS as a function 
of the temperature of two of the HCN polymers. No relevant fragment ions with a mass higher 
than 64 were observed during the thermal degradation. The identification of these fragmented 
products has been described and discussed in previous works. Against this background, we 
observed some thermal events in the TG-MS analyses of HCN polymers that deserve a critical 
analysis.  
 
Figure 41. Ion intensity curves for the HCN polymers 7 and 63, heating at 10 ºC/min in argon 
atmosphere. From the results obtained, it is observed the complex mixture of evolving gases are the 
same for both samples. The polymer samples 1 and 3 correspond to the insoluble polymers 7 and 63, 
in this thesis. 
 
10
-3
10
-2
10
-1
10
0
Io
n
 c
u
rr
e
n
t 
(n
A
) 
 12  14  16  18  26
 13  15  17  24  27
 
HCN Polymer 3 HCN Polymer 5
 
 12  14  16  18  26
 13  15  17  24  27
 
 
100 200 300 400 500 600 700 800 900
10
-3
10
-2
10
-1
10
0  28  30  43  45  52
 29  42  44  51  53
Io
n
 c
u
rr
e
n
t 
(n
A
)
Temperature (؛C)
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
 28  30  43  45  52
 29  42  44  51  53
 
Temperature (؛C)
Influencia de la condiciones de reacción en las propiedades térmicas de los polímeros de cianuro 235 
 
 
    
The first of these identified signals corresponded to the most intense MS signal at m/z 
= 18 due to H2O. The loss of water has been discussed in previous studies, 
 63, 149  along with 
the second major signal corresponding to m/z = 17 due to OH and NH3 with a partially 
different profile to that of the first major signal at m/z = 18. Therefore, it is necessary to 
indicate here only that water loss at higher temperatures (150-600 °C) may be generated by 
the intermolecular condensation of the iminol forms, coming out of the backbone cleavage of 
polyamide, as illustrated in Scheme  13. In this scheme, the different pathways and structures 
anticipated for HCN polymerization according to the most recent studies using powerful 
modern spectroscopic techniques are shown together with the proposed thermal 
decomposition mechanisms. In this scheme, the thermal decomposition of the macrostructures 
is basically due to the main-chain scissions, which logically can occur at high temperatures. 
Additionally, some of the structures shown in Scheme  13 come from the characterization of 
HCN polymers synthesized under anhydrous conditions.  
Another relevant aspect of the release of formamide are the profiles of m/z = 45 (H-
CONH2) and m/z = 44 (
+CONH2 or CO2), with both signals present during the two degradation 
stages. The signal for m/z = 44 could also be attributed to the hydrolytic cleavage of the amide 
linkage, which can lead to the formation of two fragments with NH2 and COOH end groups. 
The COOH groups would then decarboxylate to release CO2. This hydrolytic reaction is quite 
possible because a significant amount of H2O is present during the decomposition process. 
The signals for m/z = 44 could also be attributed to formamidine H(C=NH)NH2 and the 
corresponding deprotonated derivative +CN2H3 for m/z = 43. However, the presence of 
formamide seems to be in agreement with previous data on the thermal decomposition of 
HCN polymers. 63, 149 
Additionally, it is important to note that some signals with higher m/z, 51, 52 and 53, 
from the twenty signals collected in this figure show a well-defined peak centered at 750 °C. 
A similar profile is found for the signal with m/z = 24 (+C2). In a previous work, the signal for 
m/z = 52 was correlated to the dinitrile NC-CN, as might be expected from the breaking 
polyimine exposed in Scheme  13. From these dimers, a fragment with m/z = 26 with a 
similar curve might be expected, but the profiles of both samples show some differences. 
Therefore, it is logical to think that the most appropriate assignment for m/z = 52 corresponds 
to the mononitrile derivative (the fragment NC-CH=CH-+), taking into account the thermal 
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fragmentation of polyaminonitrile. In addition, in this compound it is easy to understand the 
signal at m/z = 53 associated with acrylonitrile and the fragment with m/z = 51.  
Noticeable a signal of the gaseous species with higher molecular masses 
corresponding to m/z = 64 (Figure S13, supporting information), with a main peak centered 
at approximately 350 ◦ C, which can also be generated after a deamination process (the plot 
inset shows the m/z=16) of the heterocyclic compound resulting from backbone scission of 
polyaminoimidazole according with Scheme  13.  
In summary, the thermal decomposition mechanisms of the polyamine and its 
derivatives proposed in Scheme  13 are in agreement with the higher molecular weight 
fragments found in the thermal degradation of HCN polymers obtained in aqueous media. The 
identification of the gases released during the thermal pro- cess was employed to identify the 
structural units constituting the HCN polymer obtained in water. If we consider that its 
formation mechanism remains poorly understood, it is difficult to assign the higher molecular 
weight fragments identified by TG-MS to the pos- sible structures of the HCN polymers. In 
any case, independent of the hydrolysis and the cross-linking levels present in the structures 
proposed and the suggested intra- and inter-macromolecular bonds, the TG-MS fragments 
observed for all samples were prac- tically the same. Therefore, the samples studied here are 
similar but not identical, and the differences observed in some cases are quite subtle and noted 
only after a detailed study of their thermal properties.  
7.1.4 Discussion 
Recently, it has been demonstrated that water acts as a catalytic agent under the 
conditions of simulated interstellar and cometary grains in the formation of complex organic 
molecules.  260  
Moreover, HCN molecules and CN radicals are ubiquitous in the universe. The most 
common techniques applied in space exploration are FTIR spectroscopy, py-MS and py/GC–
MS. Therefore, a comprehensive study of the thermal properties of the HCN polymers 
synthesized in water under anoxic conditions is needed for a good interpretation of the remote 
data of extraterrestrial samples, due to the likely appearance of this type of complex 
substances in comets and meteorites. In the present work, it is shown that FTIR spec- 
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troscopy alone does not provide sufficient information about the complex nature of the HCN 
polymers; other complementary tech- niques must be used for a correct comparison of several 
samples. The deconvolution of the DTG and DSC curves indicated clear dif- ferences 
between samples that appeared identical or exceedingly similar using other techniques. Thus, 
the deconvolution of the DTG curves provided a solid fingerprint of the complex substances 
of the HCN polymers, but the DSC curves were still necessary as a complementary track. 
Although the full structures of the HCN polymers are not yet revealed, the deconvolution of 
the thermal curves pro- vides an excellent signature for comparative purposes. In addition, 
HCN polymers 7, 8, 19, 25 and 63 showed the same fragments through thermal degradation 
by their TG-MS curves. These results would seem to indicate that all samples are identical or 
very similar, when this affirmation is not true. In the present case, different structures lead to 
the same TG-MS fragments. In the case of space exploration, the use of techniques such as 
EGA-QMS (Evolved Gas Analyzed- Quadrupole Mass Spectrometry), implemented in SAM 
(Sample Analysis at Mars) for the Mars Science Laboratory rover Curiosity to explore the 
planet Mars, can provide data about the presence of possible organics in the Martian surface 
after heating the samples to ∼1000 ◦ C . 263 In a similar way to SAM, the evolved gas analyzer 
Cometary Sampling and Composition (COSAC) experiment aboard Rosettaı ́s Philae lander 
was designed for in situ analysis of organic molecules on comet 67P/Churyumov-
Gerasimenko. 261 However, different structures can lead to the same products being formed 
during the pyrolysis processes and/or the heating processes. Thus, together with spectroscopic 
and py-MS, py/GC–MS, GC–MS tech- niques, the implementation of space instrumentation 
with thermal degradation analytical techniques for a comprehensive comparison between 
extraterrestrial samples with analogous synthetic sam- ples produced in the laboratory would 
be very useful to obtain a correct interpretation of the remote data. In addition, the need for 
industrial production of materials in environmentally friendly ways using cheaper processes 
leads to the use of water as a key solvent. Thus, the polymerization of cyanide was explored 
in an aqueous medium due to the potential applications of HCN polymers as materials with 
several desirable properties. Exhaustive control of the experimental conditions is imperative 
to fit the tailor made the properties of the materials. In the present paper, it is shown that the 
presence of oxygen in the macrostructures of the HCN polymers is independent of the pres- 
ence of air in the reaction environments and that the percentage of the oxygen in samples 7, 8, 
19, 25 and 63 comes from only the solvent water. The level of oxidation of the 
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macrostructures seems to directly depend on the reaction time, and higher oxidation of the 
system leads to more thermostable macrostructures. Since reaction times of six months are 
unviable in industry, new synthetic conditions must be found to obtain these oxidase polymers 
if these proper- ties are of interest beyond their thermal stability. For example, HCN polymers 
synthesized from an equimolar solution of KCN and NH Cl (1-1.5 M) and heated at 70 ◦ C for 
80 h present dendritic structures, 235 a characteristic of great interest in materials science. 
However, those HCN polymers presented a lower oxygen content than reported herein. 
Additionally, the presence of air during the polymerization reactions increased the yield of the 
precipitated HCN polymers, although the oxygen content in their macrostructures was 
independent of the atmospheric oxygen. Thus, a further comprehensive study about the 
kinetics of these polymerization reactions taking into account the different experimental 
variables is in progress to understand the factors that drive the system during the 
polymerization, leading to HCN polymers with different struc- tures and therefore different 
properties. In this further research, the DTG and DSC curves are crucial to find differences 
between samples with otherwise similar spectroscopic behavior.  
7.1.5 Concluding remarks 
Herein, the effect of different experimental synthetic conditions during aqueous 
cyanide precipitation polymerization at low temperatures on thermal decomposition patterns 
has been explored. Taking into account the reaction conditions under study, the presence of 
oxygen, temperature and the presence of ammonium, the last variable seems to have the 
greatest influence on the polymerization process and therefore on the final structures of the 
HCN polymers and their thermal degradation behaviors. The FTIR analysis and elemental 
chemical compositions showed that all the samples presented similar structural features. 
However, the thermal degradation profiles, obtained from TG and DSC, revealed important 
differences between the samples. Deconvolution of the complex DTG and DSC curves 
revealed that the thermal degradation of these precipitated HCN polymers occurs in multiplex 
overlapping processes. In addition, thermal property-composition relationships have been 
established, which allows us to clearly identify dissimilarities of these polymers that the IR 
spectroscopy cannot resolve.  
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7.1.7 Suporting information  
7.1.7.1.1 FTIR 
Figure S11 shows the FTIR spectra of polymers 7, 8, 19, 25 and 63, where the 
prominent amine and nitrile features can be observed. The absorption bands related to N-H 
group vibrations (3500-3100 cm-1) could be used for quantitative assessment of the state of 
hydrogen-bonded amine groups. In this region, two distinct bands at approximately 3350 and 
3190 cm-1 are attributed to free and H-bonded amine groups, respectively. However, the low 
resolution of this region leaves this quantitative analysis inadequate. In addition, no clear 
methyl (-CH2, -CH3) features are visible, especially in polymer 25, taking into account the 
hydrogen content in the monomeric units formulated for this heteropolymer system. The 
nitrile band at approximately 2200 cm-1 is composed of two contributions that were described 
in previous works . 63, 187 The last intense and complex region is visible in the 1700-1000 cm-1 
band and is composed of numerous chemical functional groups, mainly C=N and amine 
bending modes with the possible contribution of ring structures, as has been analyzed by 
means of a deconvolution procedure.  35 Below the third region, the zone up to 400 cm-1 has 
not been practically considered in the literature due to its low resolution, where three peaks at 
885, 775 (assignment to C=N torsion) and 645 cm-1 (HCNC bending) can be more clearly 
distinguished. 
7.1.7.1.2 Relationship between structural characteristic and thermal decomposition 
properties 
Figure S12 shows a graphical representation of the weight ratio between the low 
thermal stability (LTS) structures and the high thermal stability (HTS) structures calculated 
from   the  TG  curves.   Both   parameters  were  obtained  from  the  mass  losses  found  for 
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Figure S11. FT-IR spectra of the HCN polymers synthetized using the experimental conditions 
detailed in Table 1 of the main manuscript. The diffuse reflectance spectra were acquired in the 
spectral 4000-400 cm-1 region using an FTIR spectrometer (Nicolet, model NEXUS 670) configured 
with a drift reflectance accessory (Harrick, model Praying Mantis DRP) mounted inside the instrument 
compartment. The spectra were obtained in CsI pellets. The polymer samples 1-5 correspond to the 
insoluble polymers 7, 8, 63, 19 and 25 in this thesis. 
 
degradation stages II (LTS) and III (HTS), respectively, and are collected in Table 2, 
presented in the main text. The amount of weight lost at each degradation stage may be used 
as a quantitative measurement of the weak and strong thermal structures in the HCN 
polymers. On the other hand, at the highest temperature range (above 700 °C), the 
decomposition of very high thermal stability structures (VHTS) occurs. Only a few thermally 
stable synthetic polymers, such as polymers with hetero(aromatic) ring structures and/or 
extensively cross-linked polymers, present a decomposition stage at these temperatures. The 
sum of the contributions of the two overlapping processes, peaks VI and VII (see Table 4 of 
the main text), seems to be a representative property of these heteropolymers as it reflects the 
decomposition of particularly thermally stable structures.  
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Figure S12. Variation in different thermal decomposition properties and oxygen content for the 
HCN polymers under study. The legend of this figure is described above. The polymer samples 1-5 
correspond to the insoluble polymers 7, 8, 63, 19 and 25 in this thesis. 
 
7.1.7.1.3 TG-MS curves: Fragment m/z 64 
The Figure S13 shows the highest fragment found by the analysis of the HCN 
polymers using the TG-MS technique. Note that this fragment was not observed in all HCN 
polymers synthetized in the present study. Only certain synthetic conditions lead to the 
production of HCN polymers, whose thermal decomposition yields this fragment.  
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Figure S13. MS signal comparison of selected m/z 16 and 64 for two HCN polymer samples, 
heating at 10 ºC/min in argon atmosphere. The polymer samples 3 and 5 correspond to the insoluble 
polymers 8 and 25 in this thesis. 
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8.1 FIRST APPROACH TO THE KINETICS OF AQUEOUS HCN 
POLYMERIZATION BY UV-VIS SPECTROSCOPY: THE INFLUENCE 
OF EXPERIMENTAL CONDITIONS  
Margarita R Marín-Yaseli; Miguel Moreno; José L de la Fuente; Carlos Briones; 
Marta Ruiz-Bermejo 
Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc (2017) (Under review) 
ABSTRACT  
HCN polymerization is one of the most important and fascinating reactions in 
prebiotic chemistry, and interest in HCN polymers in the field of materials science is growing. 
However, little is known about the kinetics of the HCN polymerization process. In the present 
study, a first approach to the kinetics of two sets of aqueous HCN polymerizations, from 
NH4CN and NaCN, at middle temperatures between 4 and 38 ºC, has been carried out. For 
each series, the presence of air and salts in the reaction medium has been systematically 
explored. A previous kinetic analysis was conducted during the conversion of the insoluble 
black HCN polymers obtained as gel fractions in these precipitation polymerizations for a 
reaction of one month, where a limit conversion was achieved at the highest polymerization 
temperature. The kinetic description of the gravimetric data for this complex system shows a 
clear change in the linear dependence with the polymerization temperature for the reaction 
from NH4CN, besides a relevant catalytic effect of ammonium, in comparison with those data 
obtained from the NaCN series. These results also demonstrated the notable influence of air, 
oxygen, and the saline medium in HCN polymer formation. Similar conclusions were reached 
when the sol fractions were monitored by UV-vis spectroscopy, and a Hill type correlation 
was used to describe the polymerization profiles obtained. This technique was chosen because 
it provides an easy, prompt and fast method to follow the evolution of the liquid or continuous 
phase of the process under study. 
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8.1.1  Introduction 
HCN polymerization is considered as one of the most important reactions in prebiotic 
chemistry. 38, 60, 65 Moreover, interest in HCN polymers has increased in the field of materials 
science due to their potential technological usefulness. 221, 222, 262  HCN polymers are plausible 
prebiotic precursors of biomonomers such as amino acids, keto- and carboxylic acids, purines, 
pyrimidines and pteridines. 34, 124, 132, 133, 263  Nevertheless, in order to polymerize HCN in 
water, a minimum concentration of HCN is required: concentrated solutions can polymerize 
(> 0.01 M HCN), whereas hydrolysis becomes dominant in dilute conditions. 32 Currently, 
atmospheric models suggest that the concentration of HCN reach  up to tens of parts per 
million by volume (ppmv) in the lower atmosphere of the early Earth, 264 and previously, it 
was estimated that the concentration of HCN in the primitive ocean was approximately 2 × 
10–6 M at pH = 8 and 0 °C. 119 These calculated concentrations are very low for water 
polymerization of HCN. Therefore, if HCN oligomerization/polymerization was actually 
relevant for the emergence of primordial biomolecules, there must have been routes by which 
diluted HCN solutions were efficiently concentrated before being able to react. Since HCN is 
more volatile than water, it cannot be concentrated by water evaporation when the pH of  the 
solution is lower than the pKa of HCN (9.2 at 25 °C). However, HCN can concéntrate by the 
precipitation of its salts. In this way, the ability of HCN as a key building block in reaction 
networks and the use of several cyanide salts, including ferrocyanides, to produce important 
bioorganic compounds has been demonstrated. 136, 223, 241, 265 On the other hand, another 
alternative plausible mechanism for the concentration of HCN in the oceans of the primitive 
Earth involves eutectic freezing. 119 Regarding the possible influence of the polymerization 
temperature, it has been shown that the yields of adenine, released after hydrolysis of HCN 
polymers, seem to not be directly dependent on the temperature of HCN polymerization.  34 
Based on these results; i.e., with respect to the relationship between the yield in adenine 
obtained from HCN polymerization at temperatures below 0 ºC or at high temperature (80 
ºC), it has been suggested that high temperature experiments for HCN polymerization are a 
reasonable model for the reactions that occur at low temperature on a geological time scale.  34  
However, no systematic studies have actually demonstrated that the temperature has no 
influence in the structure and the properties of HCN polymers. Thus, it is possible that the 
characteristics of the HCN polymers synthetized under low temperatures might be different 
with respect to those produced at high temperatures. Moreover, the astrobiological missions to 
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the ice satellites of Jupiter and Saturn 266-269 have increased interest in the study of frozen and 
cold environments due to the  potential as planetary scenarios for the emergence of life. Thus, 
it is interesting to study the production and the properties of HCN polymers produced at low 
temperature and the kinetic of the polymerization reactions, taking in consideration that HCN 
is a ubiquitous molecule in the universo 270, 271 and that it is a possible feedstock compound 
for the orig  of life. The final products of HCN polymerization are amorphous black solids 
that are insoluble in water and with very limited solubility in common organic solvents. These 
features make the full structural characterization of HCN-based macromolecular systems 
particularly hard and a complicated task. Thus, the pathways for the formation of HCN 
polymers and their chemical structures are not well-defined. Nevertheless, several 
experimental studies have tried to explain the complex nature and hypothetical forma on 
mechanisms of HCN polymers. 35, 55, 58, 63, 70, 123, 272 However, to our knowledge, only two 
pione ing studies addressed the kinetics of the oligomerization of HCN in water. In one of 
them,  rate law was estimated for the production of the tetramer of HCN (dia nomaleonitrile, 
DAMN) in aqueous medium. 217 In the second one, the influence of the experimental 
conditions in the synthesis of DAMN was explored.  32 Therefore, there is an important lack 
of information about the kinetics of the HCN polymerization process. As indicated above, 
kinetic aspects are of interest in order to univocally demonstrate that the polymerization 
reactions at high temperatures may help to simulate the processes in the eutectic conditions of 
the HCN/water system. In the present work, HCN polymers have been synthesized under a 
wide variety of experimental conditions, as seen in Table 43, in order to study the effect of 
temperature on the kinetics of HCN polymerization, and also the catalytic role of other 
parameters, such as salinity, and the presence of ammonium and oxygen. The initial pH of all 
the react ns shown in this table was 9.2 to 9.5; thus, HCN was present in its anionic form, 
cyanide, prior to the polymerization process. Indeed, alkaline environments were used in most  
the reactions reported for the synthesis of HCN polymers [see, e.g., reference 38], which 
makes HCN polymerization equivalent to cyanide polymerization. In addition, high pH values 
appear to favor the production of organics under possible prebiotic conditions,  144, 273 with 
HCN present as cyanide ion. The HCN polymerization pathway likely involves multiple 
reactions that may be interwoven. In addition, the dynamic properties of the medium (e.g., 
viscosity, refractive index, and light scattering) generally limit the analy s of the reaction 
products, which can be dependent on the extent of the polymerization and the particular 
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structure of the synthesized macromolecules. Thus, herein, a kinetic approach was conducted 
from the conversion data of the insoluble black HCN polymers obtained, the gel fractions 
(considered as the final products of the cyanide polymerization), and for the formation of the 
water soluble HCN oligomers/polymers, the sol fractions, which were monitored by UV-vis 
spectroscopy. This spectroscopic technique is usually chosen to analyze the initiation step or 
catalysis, as well as the consumption of monomers and/or polymer production in different 
polymerizations.  273-277 In the present case, UV-vis spectroscopy was selected since the 
reactions were carried out in solution, and this technique provides an easy, prompt and 
straight forward method to monitor this particular process, which is relevant in 
cosmochemistry and for the origin of life. 220, 278 
8.1.2 Materials and Methods 
Two sets of HCN polymers were prepared. The first set was synthesized from 
equimolar solutions of NH4Cl (1 M) and NaCN (1 M), and the second set was synthesized 
from NaCN (1 M), which was adjusted to a pH of 9.2 using HCl under the following 
conditions: i) ultrapure water (Milli Q grade) and ii) a salt solution with a concentration that 
was 1  times higher than actual sea water. The salt solution was employed to simulate the 
plausible conditions of the primitive ocean and contained 0.63 M NaCl, 0.18 M MgCl2, 0.015 
M CaCl2, 0.015 M KCl, and 0.02 M NaHCO3 [29, 37]. 152, 233 The solutions were incub ed for 
one month at different temperatures (i.e., 38 °C, 20 ºC, and 4 °C). The exper ents were also 
conducted in the presence of oxygen (atmospheric pressure) or under an inert atmosphere 
(nitrogen). A summary of these synthetic conditions is sho  in Table 43. The reaction 
products consisted of both soluble (sol fraction) and insoluble materials (gel fraction). On one 
hand, aliquots of 1 mL of yellow/brown/black solutions/suspensions from the crude reactions 
were collected at different reaction times: 30, 60 and 90 min; 2 and 4 h; and 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
14, 21 and 30 days. All samples were centrifuged, and the UV-vis spectra of the supernatants 
were recorded in a Nanodrop 10  spectrophotometer (Thermo Scientific, Madison, Wisconsin, 
EE.UU) in the range of 220 to 730 nm at room temperature. To obtain reliable spectroscopic 
data it was necessary to pre-process the raw spectra before the kinetic analysis. Thus, the 
spectra were smoothed  by applying the Savitzky-Golay algorithm. On the other hand, the 
insoluble black solids at the longest reaction time were collected and freeze-dried until a 
constant weight was reached. Polymer insoluble yields were determined by gravimetry, 
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calculated as the initial weight of cyanide input in the system [(final weight of insoluble HCN 
polymer / initial weight of CN- ) x 100] for a reaction time of 30 days. 187 In several cases, 
longer reaction times were used in order to confirm that the conversion achieved 
corresponded to a limited yield. 
8.1.3  Results and Discussion 
The twenty-four different experimental conditions used to synthesize HCN polymers, 
shown in Table 43, can be classified in four groups: I) polymerizations carried out using 
NH4CN as starting reactant and ultrapure water as solvent (reactions 1-3 and 7-9); II) 
polymerizations carried out from NaCN and ultrapure water (reactions 13-15 and 19-21); III) 
polymerizations using NH4CN and a water saline solution as the reaction médium (reactions 
4-6 and 10-12); and finally, IV) polymerizations once more from NaCN as the initial reactive 
and a water saline solution as solvent (reactions 16-18 and 21-24). Additionally, each of the 
four groups were subdivided into polymerization reactions under the presence of O2 (air) and 
in its absence (under an inert atmosphere of N2). Under  all these conditions, the syntheses 
were really precipitation polymerizations, which sta  as a homogeneous mixture, NH4CN or 
NaCN, being initially colorless and turning brown as the reaction progresses. during the 
polymerization, the growing polymer chains phase separate from the continuous medium. 
Therefore, two phases coexist: the continuous phase (sol fraction) and the dispersed phase 
(gel fraction, precipitated HCN polymers). A preliminary kinetic analysis was initially 
conducted from the conversion data obtained from the gel phase for the same polymerization 
time of one month, discussed in the next section. 
8.1.4 Kinetic approach from gel fractions 
8.1.4.1 Time and temperature effect 
Figure 42 represents the conversion percentage, α, of the insoluble HCN polymers 
obtained for a reaction time of 30 days (Table 43), alongside the polymerization temperature 
for the four groups of reactions indicated above. As expected, an increase in the reaction 
temperature favors the formation of these insoluble black polymers. For the temperature range 
under study (from 4 to 38 ºC), a clear linear relationship was found in the most of the 
experimental conditions for the polymerization starting from NH4CN (groups I and III, 
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Figures 42a and 42c, respectively). However, a different behavior is observed for the 
dependence of the conversion with the temperature for the polymerizations set from NaCN  
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Table 43. Experimental conditions used for the cyanide polymerizations. The syntheses were 
carried out either in the presence of O2 (+) under atmospheric pressure or in its absence (-) under N2 
atmosphere. [a] Equimolar ultrapure water solutions or saline solutions of NH4Cl and NaCN (1M) or 
solutions of NaCN (1 M) at pH 9.2 (adjusted with HCl). [b] Average conversion or yield for the insoluble 
HCN polymers based on the initial weight of cyanide input in the system [(final weight of insoluble 
HCN polymers / initial weight of CN-) x 100] for a reaction time of 30 days were calculated using the 
data from at least three independent syntheses [7, 38]. [c] n = Hill coefficient. 
Reaction Reactant [a] T (Cº) Saline solution  O2 Conversion (%)[b] n [c] 
1 NH4CN  38 - + 41 0.77 ± 0.12  
2 NH4CN 20 - + 18 0.51 ± 0.07  
3 NH4CN 4 - + 3  
4 NH4CN 38 + + 41 0.67 ± 0.10 
5 NH4CN 20 + + 27  0.48 ± 0.11  
6 NH4CN 4 + + 8  
7 NH4CN 38 - - 22 0.69 ± 0.11  
8 NH4CN 20 - - 10 0.46 ± 0.13  
9 NH4CN 4 - - 0,7  
10 NH4CN 38 + - 27 0.67 ± 0.11 
11 NH4CN 20 + - 24  0.35 ± 0.11 
12 NH4CN 4 + - 1  
13 NaCN 38 - + 32 0.56 ± 0.08 
14 NaCN 20 - + 23  0.32 ± 0.07  
15 NaCN 4 - + 14  
16 NaCN 38 + + 57 0.47 ± 0.05 
17 NaCN 20 + + 45  0.35 ± 0.07 
18 NaCN 4 + + 15  0.27 ± 0.18 
19 NaCN 38 - - 27  0.42 ± 0.05  
20 NaCN 20 - - 21 0.25 ± 0.06  
21 NaCN 4 - - 4  
22 NaCN 38 + - 37 0.51 ± 0.08 
23 NaCN 20 + - 27  0.23 ± 0.10  
24 NaCN 4 + - 5  
 
(groups II and IV, Figures 42b and 42d, respectively), where two well differentiated sections 
are clearly perceived. In these cases, except for the reactions under air and in ultrapure water, 
there is a change of slope at the polymerization temperature of 20 ºC. 
From this hypothetical linear fit, it may be extrapolated that at the eutectic point of 
HCN/water, close to -20 ºC, for a reaction time of one month, the precipitation of HCN 
polymers is not probable under the experimental conditions used here. Based on this 
calculated prediction, further experimental evidence was obtained. For the reactions 
performed at -20 ºC, the formation of insoluble HCN polymers was not observed after 30 
days. Furthermore, no variation in the Fourier transform infrared (FTIR) spectra between the 
starting reactants and the freeze-dried crude reactions was detected. These experimental data 
seem to be contradictory to those  found  in  the  literatura . Sánchez et al. 217 showed  that the 
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Figure 42. Dependence of the insoluble HCN polymer conversion versus polymerization 
temperature. The reaction time in all cases was 30 days. a) Group I, reactions 1-3 (solid line) and 7-9 
(dotted line); b) Group II, reactions 13-15 (solid line) and 19-21(dotted line); c) Group III, reactions 4-6 
(solid line) and 10-12 (dotted line); d) Group IV: reactions 16-18 (solid line) and 21- 24 (dotted line). 
 
tetramer formation in aqueous solution from HCN at pH 9.2 is accelerated by lowering the 
temperature from 25 to -22 ºC in an HCN concentration of 0.01 M. Moreover, the rate of 
tetramer formation is roughly first-order with an initial cyanide concentration, at least over the 
range of 0.1 M to 0.001 M, at the reaction temperature of -22 ºC. The same research group 
also described that the tetramerization rate is enhanced in the eutectic solution and that there 
is a  maximum rate at polymerization temperatures of -10 and -13 °C. The yields in the 
tetramer DAMN are 0.03% for a reaction time of one day. 32 Nevertheless, as mentioned 
above, n polymerizations were observed at -20 ºC under our experimental conditions. 
Therefore, other intermediates might be involved during the insoluble HCN oligomer/polymer 
formation along with DAMN, which is considered the main intermediate in the production of 
HCN polymers. 60, 63 Indeed, the behavior of the system at mild temperatures (from 4º to 38 
ºC) may be different to temperatures below 0 ºC. It is well known that the physical state of the 
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water has a great influence in relevant prebiotic reactions, especially in frozen 
environments.29, 52, 125 Thus, the apparent linear correlation observed between conversion for 
the insoluble HCN polymer production and temperature, at least for the NH4CN series at the 
temperature range studied, seems neither to follow the same trend nor the same pathway at 
lower temperature. The formation of insoluble HCN polymers from dilute solutions of 
NH4CN frozen for 25 years at -20 and -78 ºC was reported, with conversions of 44% and 
11%, respectively.  42, 141 Therefore, systematic kinetic study of the cyanide polymerizations at 
temperatures below 0 ºC requires very long reaction times that are difficult to carry out in 
conventional laboratory experiments. 141 
Based on the scarce bibliographic data, the maximum value of conversion for the 
insoluble HCN polymers synthesized seems to be ~ 40% 35  when the reactions are carried out 
using pure water. To explore this feature for the aqueous precipitation polymerization of 
HCN, further experiments were conducted using the series of NH4CN. So, for example, for 
the synthetic reaction conditions 1 (Table 43), a control experiment was carried out using a 
reaction time of two months instead one month, and a conversion of 42% was obtained that 
was practically identical to that of the one month reaction at the polymerization temperature 
of 38 ºC (data not shown). Therefore, the conversion for a longer reaction time is comparable 
to the conversion for reaction times of one month for polymerization at 38 ºC. These results, 
estimated using a gravimetric method, indicate that, at least at this temperature, the cyanide 
polymerization leads to a limit conversión independent of longer reaction times. On the other 
hand, another reaction was carried out  with condition 8, inert atmosphere, (Table 43) for a 
reaction time of six months and at the lower temperature of 20 ºC. However, in this case, a 
higher conversion of 19% was observed, 272 practically twice in comparison with the 10% 
found during apolymerization time of one month (reaction 8, Table 43 and almost the same as 
with identical conditions at 38 ºC for one month (22%, reaction 7, Table 43, and ref. 272). 
Nevertheless, it is important to note that for the reactions carried out for long polymerization 
times, such as six months, important variations in the elemental composition of the HCN 
polymers are found, as described and analyzed by our group in a recent work. 272 Therefore, 
insoluble HCN polymers obtained with an identical or similar grade of conversion but at 
different temperatures and/or reaction times can have different elemental composition (i.e. 
insoluble HCN polymer 7 : 37.2 C%, 4.2 H%, 38.2 N% and 20.4 O%, insoluble HCN 
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polymer 8 : 37.0 C%, 4.1 H%, 40.1 N%, 18.8 O% and for the insoluble HCN polymer 
synthesized using a reaction time of six months C  3.6 H%, 34.0 N% and 30.5 O%). 
Therefore, the reaction time together with the temperature effect can lead to structurally 
different precipitated HCN polymers, although the ratios of conversion for the polymers 
obtained were the same. In this regard, syntheses of HCN polymers produced at high 
temperature and short reaction times do not ensure the same structure and properties as 
polymerizations using longer reaction times at lower temperatures independent of the yield 
found for some compounds. 
8.1.4.2  Oxygen effect 
Another relevant conclusion that can be extracted from this general picture of the 
precipitation polymerizations is that all the reactions in the presence of air (oxygen) achieve 
higher conversions than those carried out under an inert atmosphere (Figure 42). 
The presence of oxygen improves the production of insoluble HCN polymers. 
However, it is necessary to note here that the oxygen content in the macrostructures of the 
HCN polymers is independent of the atmospheric oxygen during their formation. 272 The 
oxygen content present in the chains of the HCN polymers only come from the water us  as 
solvent, 272 and this significant role of oxygen in the polymerization of HCN have been 
suggested in the literature.  114, 124, 133 However, the oxygen-based pathway involved in the 
polymerization process has not yet been described, although a possible mechanism via 
radicals has been proposed. 235 Nevertheless, it is well known that the oxygen in the air acts as 
an inhibitor, which serves as a free radical trap; consequently, it is easy to think that under this 
experimental condition, the formation of insoluble HCN polymers do not proceed via free 
radical polymerization.  
On the other hand, the plot of the slope of the straight line from the hypothetical linear 
fit in Figure 42, shown in Figure 43, is another way to analyze the experimental parameters 
of the yields for the gel fractions. The values of the slopes could give a measurement, as a 
first approach, of how the experimental conditions have influence over the reaction rate. 
Taking into account the slopes, in general terms, the presence of oxygen catalyses the 
polymerization process (Figure 43), in addition to increasing the yield in insoluble HCN  
polymers (Figure 42). Logically, in the case of the polymerization of NaCN, poor fits are 
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obtained, and the errors associated with these fits for groups III and IV are higher tan those of 
groups I and II, as was commented above and shown in this figure. Thus, the catalytic oxygen 
effect is only really clear for group I, where the linear fit is good. 
8.1.4.3  Ammonium effect 
The cation ammonium also has an active role in cyanide polymerizations, especially in 
the reactions carried out using ultrapure water in the presence of air, where the conversions 
for the insoluble HCN polymers are improved when ammonium is used (Figure 42a and 
42b), and it has a clear catalytic effect in the reactions using ultrapure wáter (group I and II, 
Figure 43). It is reported that the presence of ammonium as starting reactant in the cyanide 
polymerizations has a notable influence on the yields obtained for the insoluble HCN 
polymers, in the thermal properties of these polymers and in the identification of 
biomonomers and macromolecular fractions with electrophoretic mobility found in these 
macromolecular systems. 114, 272 , 187   Additionally, the insoluble HCN polymers synthetized 
from NH4CN or NaCN present structural differences, as observed in their FT-IR spectra. 
 187  
Indeed, an energy map starting with the molecules HCN, NH3 and H2O in aqueous solution 
has been published 279 and indicates the role  NH3 in the production of C1 species in the 
reaction network of these molecules. Thus, it is expected that ammonium has an active effect 
on HCN polymerization kinetics, although the full pathway for the formation of the HCN 
polymers has not been described . 
8.1.4.4 Saline effect  
The high conversion of 57% in the polymerization reaction 16 (group IV) from the 
series of NaCN at the polymerization temperature of 38 ºC in saline medium is surprising. 
This value is higher than the one would expect, seeing the values achieved for this same series 
in ultrapure water, group II reaction 13, of 32% versus 57%, even in comparison with those of 
the NH4CN series at 41%. However, in this case, the elemental analysis data for this polymer 
sample are the same as those obtained for insoluble polymer 13 (group II), indicating that the 
increase in conversion (weight) is not due to the existence of salts embedded in the 
macromolecular network of the insoluble polymer .  187  Therefore, the presence of salts in the 
reaction medium seems to improve the conversion (Figure 43) to insoluble HCN polymers 
beyond the predictable value. Moreover, contrary to the case of ultrapure water (group I and 
II),  when   saline   solutions   are  used  as   solvent,  the   ammonium  does  not   catalyze  the 
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Figure 43. Histogram showing the effect of the polymerization conditions through the slope 
values for the linear dependence of insoluble HCN polymer conversion with the temperature 
polymerization shown in Figure 42. 
 
polymerization reaction (Figure 43). The increase in salt content in the water-saline solution 
leads to a change in certain properties; i.e., rheological properties, which can play a relevant 
role in this type of heterogeneous polymerization. Therefore, taking into account the linear fit 
and the slopes displayed in figure 43 for the NH4CN-based syntheses (groups I and III), the 
presence of salts seems to brake the kinetics of the polymerization processes. Thus, in regard 
to the cross effect of the experimental synthetic conditions of temperature and the presence of 
ammonium, oxygen and salts and based on a hypothetical linear fit between conversion and 
temperature in the range of the temperatures chosen (Figure 42), one can say that the rate of 
HCN polymer formation in ultrapure water is improved and catalyzed by the presence of 
ammonium (Figure 43). In the absence of ammonium, the production of insoluble HCN 
polymers is increased and catalyzed by a concrete saline solution (Figure 42 and 43). 
However, an open question in prebiotic chemistry is the composition of the ancient sea.  280-283 
The saline conditions used in the present study were chosen on the basis of our previous 
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results and several geological models. 152, 187, 233, In general, the standard errors for the slope 
of the calculated straight lines for groups III and IV are higher than for groups I and II 
(Figure 43), as indicated above. In addition, the composition of the frozen oceans of the ice 
moons of the Solar System can be different with respect to the saline solution considered here. 
Thus, the role of salts in HCN polymerization, considering the concentration and nature of the 
brine, needs further exploration, beyond the scope of the present paper. To dig deeper into 
these results and to confirm their general validity, the soluble fraction evolution of the twenty-
four polymerization reactions collected in Table 43 was also monitored by UV-vis 
spectroscopy.  
8.1.5 Kinetic analysis from sol fractions  
8.1.5.1 UV-vis spectra  
To analyze the kinetics of the polymerization reactions, the consumption of the 
monomers and/or the production of polymers must be evaluated. In the few reported studies 
of cyanide polymerization in water, the consumption of cyanide ion (as this compound is the 
starting reactant and thus considered as the monomer) is measured, only with respect to the 
production of the tetramer DAMN, as mentioned before. 32 , 217 However, to monitor the 
process of the cyanide polymerization by UV-vis spectra, several aspects must be taken into 
account. On one hand, the aqueous solution of NaCN and DAMN exhibit very similar UV-vis 
spectra, with a maximum of absorption centered at ~ 300 nm.  284 On the other hand, the 
kinetic analyses by UV-vis spectroscopy are mainly limited to only the water-soluble 
oligomers/polymers. Figures 44a and 44b represent the evolution of UV-vis spectra recorded 
at room temperature at various time intervals during the polymerization of NH4CN in 
ultrapure water under an air atmosphere for the reaction temperatures of 38 and 4 ºC, 
respectively (reactions 1 and 3, Table 43). These spectra show two main absorption bands at 
~ 230 and ~ 300 nm, with different relative variations in intensity as the time progresses. If 
the bathochromic effect of the solvents is not considered, the UV-vis spectra of the liquid 
crude reactions obtained from the cyanide solutions that reacted at 38 ºC, for at least 4 days of 
polymerization, display the same absorption spectra as that of the insoluble HCN polymers 
prepared from NH4CN in dimethyl sulfoxide 
35 or trifluoroacetic acid solutions38, 237  (Figure 
44a). Indeed, it has been proposed that the soluble HCN oligomers/polymers are the 
intermediate products of the cyanide polymerization reactions and that the precipitated HCN 
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polymers are macromolecular complexes with apparent molecular weights above 30 kDa. 187 
The precipitation of the polymer network could be due to an increase in the degree of cross-
linking rather than to the increase in molecular weight. Therefore, the chromophore groups 
present in the most complex soluble polymeric fraction might, in principle, be very similar to 
those present in the insoluble black HCN polymers (final products of the cyanide 
polymerization), where only a change in the cross-linking grade of the system might be 
produced. Thus, due to the similarity found between the UV-vis spectra both phases (sol and 
gel fractions), it would be possible to follow the sol fraction of the precipitation cyanide 
polymerization by this technique. 
 
Figure 44. Evolution of UV-vis spectra at different reaction times for NH4CN-based 
polymerizations. Reaction conditions 1 and 3 shown in Table 43, using ultrapure water in the 
presence of O2, at two polymerization temperatures: a) 38 ºC and b) 4º C. 
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As it was mentioned above, it is not possible to distinguish by UV-vis spectroscopy 
the disappearance of the monomer (cyanide) and the formation of DAMN simultaneously; 
however, during the course of the polymerization reaction, both compounds are consumed. 
This is clearly illustrated in Figure 44, where the absorbance of the band at ~300 nm 
decreases in a time-dependent manner up to practically its disappearance, as can be seen more 
clearly at the polymerization temperature of 38 ºC in Figure 44a, which indicates the 
transformation of cyanide and/or DAMN in other products. In parallel, the narrow peak at 
~230 nm is increased with time, thus pointing out the reaction polymerization progress. 
Therefore, these absorbance relationships at A230/A300 can provide a good approach to follow 
the kinetics of cyanide polymerization. Figure 45 shows the UV-vis absorption spectra 
recorded during the twenty-four polymerizations collected in Table 43 for two reaction times 
of 3 and 21 days, in order to get a general picture of the spectroscopic evolution of this 
particular system. For instance, the band centered at ~300 nm is observed, though with 
different intensity, in all the spectra registered from the polymerizations at 4 ºC (Figures 45c 
and 45f), independently of the other experimental variables. This result indicates that for the 
reaction times considered and at the lowest temperatures, the polymerization processes are not 
complete, independently of the synthetic conditions. This same peak achieves a plateau at 21 
days, when the polymerization temperature is 20 ºC. In contrast, there is a clear time 
dependence of the increase in absorbance at 230 nm in solutions of different experimental 
parameters. Therefore, it is evident that the relative relationship A230/A300 provides a suitable 
tool to determine the polymerization progress, independently of the concentration of the 
reactant and/or end products, which is very difficult to measure for a complex precipitation 
reaction, as in the present case. Another interesting observation is that the profiles of the 
spectra for the NH4CN series are different of those for NaCN in the zone of 350 nm, where 
the first of these series was found at the shoulder. The spectra of the two NH4CN-based 
reactions has a shoulder approximately 350 nm, possibly related or assigned to N-heterocyclic 
systems on the macromolecular chain -extended conjugation. 285 This fact is more 
clearly observed in Figure 45e. Therefore, the structural differences observed by FTIR 
spectroscopy in the gel fractions when the cation ammonium is present in the HCN 
polymerization are also observed in the sol fractions by UV-vis spectroscopy. Therefore the 
cation ammonium not only acts as a catalyzer in the polymerization process but also has an 
active role in the structural formation of the macromolecular network of the HCN polymers. 
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Figure 45. UV-vis spectra recorded for the twenty-four polymerization reactions shown in Table 
43 for two different times and temperatures. 
 
8.1.5.2 The Hill function 
The Hill equation has been widely used in the different contexts, for example, in 
biochemical and pharmacological studies 286-288  and in concrete for the studies related with 
HCN chemistry. 288 This equation was introduced to describe the interaction of ligands with 
enzymes in solution, and it is commonly used to study the reaction kinetics that exhibit a 
sigmoidal behavior. It was originally described by Archibald V. Hill in 1910 to explain the 
relationship between oxygen tension and the saturation of hemoglobin.  289, 290  A variant of 
the Hill equation has been recently used to describe reaction kinetics in biochemical systems 
290  and to describe sorption kinetics in the field of geochemistry.  291 It can more generally be 
used to describe the adsorption of molecules on interfaces. 288 Moreover, there is a strong 
relationship between the Hill equation (and variations thereof) and the Guldberg and Waage 
law of mass action, 289 which describes the kinetic aspects of chemical reaction. In the Hill 
equation y = Vmax [x
n 
/ (k
n 
+ x
n
)] n is the Hill coefficient (unitless) that reflects the steepness 
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(sigmoidicity) of the curve.Thus, the ratio of the peak at A230/A300 ratio was represented 
against time for the four groups of polymerizations established. For each reaction, the profile 
curves A230/A300 versus time were fitted using the Hill equation, as can be seen in Figure 46, 
with solid and dotted lines for the polymerizations under air or nitrogen, respectively. The 
statistical parameter R, defined as the square of the coefficient of correlation, was used to 
measure the fit between the model and the experimental data, with a value of R2=1 being a 
perfect fit. A reasonably good fit was obtained for the two higher isothermal temperatures, 
with an R 2 ≥ 0.96. The worst correlation coefficient was obtained for the lowest temperatura 
of 4 ºC, likely because the kinetics of the systems at this temperature are slower, and the 
A230/A300 ratio is not consistent at relatively short reaction times. Thus, the kinetic analysis of 
the reactions at 4 ºC must be carried out using longer reaction times than those in the present 
work. For this reason, the scaling factor n obtained from this polymerization temperature was 
not considered for the additional kinetic data analysis described below. In addition, the fit to 
the Hill function for the profile of the ammonium series reactions was very similar to the three 
temperatures and independent of other reaction variables, as seen in Figures 46a and 46c. In 
contrast, a different behavior occurs in the series of the NaCN, with different tendencies as a 
function of temperature. Thus, for 38 ºC, both curves coincide initially and then separate. 
However, at 4 and 20 ºC, a crossover point occurs  in the profiles of the polymerizations, with 
a greater dispersion in the experimental values in those reactions in the presence of salts 
(Figure 46d). In the early stages of the polymerization, the A230 /A300 ratio continually 
increases with time, up to the next stage where a deceleration process occurs, at 
approximately 100 h for the polymerization at 38 ºC, where more evidently is observed. Then, 
from that moment, the absorbance ratio essentially does not change with time, achieving a 
limit value that is practically independent of the polymerization temperature of 20 ºC and 
overall for 38 ºC. This plateau value phenomenon achieved after one twenty days of reaction 
time is more pronounced at higher polymerization temperatures. To explain this result, the 
first possibly is a reduction of the active species concentration as a result of branching, 
crosslinking and/or secondary reactions, such as hydrolysis or oxidation (agreeing with the 
high oxygen content in the obtained polymers, as described in the previous section). Some of 
the secondary processes could produce inactive products that do not continue the formation of 
soluble and/or insoluble polymers. It is not possible to provide a kinetic mechanistic model 
for the formation of HCN polymers due to their great complexity and the current lack of 
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descriptions of their production pathways. However, in our attempt to rationalize this trend 
based on application of a Hill  function, the  coefficient  n was  chosen to  quantify the effect  
 
Figure 46. Polymerization profiles based on an absorbance ratio for the twenty-four 
polymerization reactions. The lines represent the fit Hill function and the symbols the experimental 
data. 
of the experimental variables in the apparent rate of soluble HCN oligomer/polymer 
formation. These values are collected in Table 43, and are represented in Figure 47. This 
figure shows that, as expected, temperature is the main variable in enhancing the amount of 
HCN polymer formed in our experimental setting, up to a limit yield or conversion. 
Therefore, for example, n values higher than 0.6 are found for the NH4CN series for the 
reaction temperature of 38 ºC, independently of the rest of experimental parameters under 
study. 
For the NaCN series that estimated lower values for the scaling factor, close to 0.2, at 
room temperature and for the polymerization under inert atmosphere. In addition, for the 
group I and II reactions using ultrapure water, the catalytic effect of the ammonium is very 
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clear and the catalytic effect of the oxygen is significant. Similar behavior is also observed for 
the groups III and IV, although these effects are not so evident, especially in the case of the 
effect of the oxygen, likely due to a greater dispersion of the experimental data. Finally, the 
saline solutions do not seem to be a significant influence in the kinetics of the production of 
water soluble HCN oligomers/polymers. 
 
 
 
Figure 47. Scaling factor n obtained from the fits to the Hill function shown in Figure 46. 
 
If the results obtained from a gravimetric method are used to explain the kinetic effect 
in the formation of the insoluble HCN polymers (Figure 43) compared with the kinetic 
approach using the Hill correlation (Figure 47) for soluble HCN oligomers/polymers, one can 
affirm that i) ammonium has a significant influence in amount (yield), structure and in the 
formation rate of the HCN oligomers/polymers, especially noteworthy when ultrapure water 
is used; ii) oxygen has an active catalytic role, although less clear than that of ammonium; iii) 
salinity of the medium seems to distort the measurements recorded, although, in some cases, 
it improves the conversion (yield) for the insoluble HCN polymers. Therefore, on the basis of 
these results, it can be concluded that the fastest polymerization of HCN is achieved at 38 ºC 
in ultrapure water, and using ammonium in the presence of air. These conditions cannot be 
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considered as prebiotic, but the optimal conditions identified can be useful for the 
development of new materials based on HCN/cyanide polymerization in aqueous medium. 
Additionally, it is necessary to consider that the properties of the HCN polymers synthetized 
at low temperature (below 0 ºC) could not be the same as those obtained at middle/high 
temperatures (20-90 ºC) and that the ammonium led to structurally different HCN 
oligomers/polymers than those synthesized in its absence. Further studies are in progress to 
understand and explain the kinetics of HCN polymerization at higher temperature (60-90 ºC) 
using several relationships of NH4
+/CN other than the ratio 1:1 used here and the 
characteristic of these materials, as the solid state properties, thus making them attractive for 
several technological applications and to complete the prebiotic picture of the HCN polymers 
synthesized at middle and high temperatures. At this point, it is important to note that the 
absence of oxygen in the polymerization process leads to a higher yields in important 
prebiotic compounds than in its presence. 114, 187 Thus, the potential faster synthetic conditions 
for the production of the gel fractions are not necessarily compatible with the constraints of 
prebiotic chemistry or with the best yields of single molecules with biological interest.  
8.1.6 Conclusions  
To the best of our knowledge, this is the first systematic kinetics approach to the study 
of HCN polymer formation in aqueous solutions at middle temperatures based on UV-vis 
spectra from the sol fractions, and from the conversion data from the gel fractions. The effects 
of different experimental parameters, such as salinity, temperature, and the presence of 
oxygen and ammonium in the reaction medium have been investigated to understand how 
these variables favor the formation of the prebiotic macromolecular systems which are 
precursors of a large number of important biomonomers. The insoluble black HCN polymer 
conversion data obtained for a reaction time of one month in the two series under study 
(NaCN + NH4Cl or only NaCN as starting reactants) demonstrated that both ammonium and 
the presence of air have a notable influence on the polymerization kinetics. In addition, this 
previous analysis showed a general non-linear behavior in the dependence of the conversion 
with the polymerization temperature for the polymerizations from NaCN. These conclusions 
were also evident upon following the evolution of the relative intensities of the absorbances 
corresponding to ~ 230 and ~ 300 nm peaks, during the oligomer/polymer formation as 
products in the homogeneous reaction phase. The corresponding polymerization profiles for 
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the twenty-four reactions analyzed were fitted with a simple Hill equation, and from the 
dependence of its n exponent on the experimental conditions evaluated, it was possible to 
compare the kinetic results obtained from the gravimetry method. Therefore, this work 
provides a new methodology based on UV-vis spectroscopy for the study of these 
polymerization reactions with kinetics and mechanisms, taking into account that this 
polymeric system, as a protagonist in prebiotic chemistry and for the origin of life, has 
recently attracted considerable interest, because these materials can be used as advanced 
coatings for biomedical applications. It also seems relevant that the structure of the polymer 
chains, as well as the mechanism by which HCN polymer formation proceeds, are still a 
matter of discussion within the scientific community.  
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Las reacciones de polimerización de cianuro pueden producirse bajo un amplio 
abanico de condiciones experimentales. Sin embargo, las propiedades térmicas, la naturaleza 
macromolecular y la cinética de formación de los polímeros de cianuro, además de la 
identificación de moléculas orgánicas sencillas en sus hidrolizados, dependen directamente de 
las condiciones de polimerización utilizadas.  
La presencia de interfases acuosas, aire-agua o hielo-agua líquida, parece favorecer 
significativamente el denominado “escenario del glioxilato”.  
La radiación UV afecta al proceso de polimerización de cianuro dependiendo de la 
naturaleza de las interfases acuosas. En presencia de interfases aire-agua disminuye 
radicalmente la diversidad de compuestos orgánicos polares identificados en los hidrolizados 
de los polímeros de cianuro, sin embargo en presencia de interfases hielo-agua líquida esta 
diversidad aumenta.  
Bajo determinadas condiciones sintéticas de polimerización se pueden llegar a detectar 
fracciones macromoleculares con movilidad electroforética de hasta 250 kDa de peso 
molecular aparente. Estas fracciones macromoleculares, además presentan diferentes puntos 
isoeléctricos.  
La formación de fracciones macromoleculares de elevados pesos moleculares 
aparentes y con movilidad electroforética se produce de forma progresiva, detectándose 
primero fracciones macromoleculares por debajo de 10 kDa, a continuación 10-12 kDa y por 
último 100-250 kDa. En este proceso la temperatura de reacción juega un papel determinante.  
Se han propuesto nuevas estructuras para explicar la naturaleza macromolecular de los 
polímeros de cianuro basadas en la formación de enlaces amida intermoleculares e 
intramoleculares.   
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